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 Resumen 
 
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera, Noctuidae) (J. E. Smith) es una polilla que se ha diferenciado 
genéticamente en dos biotipos denominados “maíz” y “arroz” en todo el Hemisferio Occidental. En 
Colombia, particularmente en el departamento del Tolima, una investigación anterior se basó en la 
identificación de los biotipos de este insecto con el uso de una PCR-RFLP del gen COI y una PCR 
del gen FR como marcadores diagnóstico de la especie, sin embargo, dada la baja variabilidad 
genética de estos marcadores al interior de cada biotipo, el propósito de este trabajo fue evaluar la 
utilidad de los AFLP para determinar si los polimorfismos genéticos que producen estos 
marcadores, generan estimadores de variación genética al interior de cada individuo y a su vez 
entre los individuos estudiados. Para ello se utilizaron  muestras larvales colectadas en los 
departamentos de Córdoba, Meta y Valle del Cauca, y a su vez tres combinaciones de cebadores de 
AFLP. Igualmente, en este trabajo,  se evaluaron dos métodos de extracción de ADN: CTAB y Kit 
comercial de Qiagen, siendo este último crucial para la estandarización de los AFLP en S. 
frugiperda debido a que permitió la exitosa digestión  del ADN con las enzimas de restricción 
EcoRI y MseI.  Los cebadores escogidos en este trabajo fueron: ECGA/MAGG, ECGC/MAAG y 
ECGC/MACA, los cuales amplificaron un total de 101 loci polimórficos. Estos loci fueron 
identificados en geles de poliacrilamida al 6% en un rango entre los 200 a 650 pares de bases. Los 
resultados de este trabajo demostraron que los AFLP fueron útiles para determinar que S. 
frugiperda presenta una mayor variabilidad genética dentro de cada individuo que entre los 
individuos analizados y que a diferencia de los marcadores PCR-RFLP´s del gen COI y del gen FR, 
no permiten discriminar los dos biotipos de esta especie. Sin embargo, los AFLP son útiles para el 
desarrollo de futuros estudios de la especie en el área de la genética de poblaciones, teniendo en 
cuenta un mayor número de muestras por departamento y por cultivo.  
 
Palabras clave: Spodoptera frugiperda, biotipos, AFLP´s. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
Spodoptera frugiperda (J. E Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) es una polilla reconocida por 
ser una plaga polífaga ya que su larva se alimenta de diferentes cultivos como el maíz (Zea 
mays), arroz (Oryza sativa), algodón (Gossypium hirsitum), sorgo (Sorghum vulgare), 
pastos y otras gramíneas en el centro y oriente de Norte América  y Sur América (Sparks 
1979, Pashley 1986). En Estados Unidos, este insecto genera daños económicos 
substanciales en los cultivos de maíz, sorgo, y muchas variedades de pasto (Sparks 1979; 
Pashley 1988; Foster 1989) y además es una plaga esporádica pero importante en el cultivo 
de caña de azúcar al final de la temporada de su producción (Hall 1988). En Brasil también 
se considera  como una de las plagas primarias del maíz y se ha observado en los cultivos 
de algodón (Martinelli et al. 2006), lo cual también ha sido reportado en Argentina, donde 
su rango de distribución es a lo largo de todo el país (Murúa et al. 2006).   Dado su carácter 
polífago, S. frugiperda  ha sido encontrada en más de 80 especies de plantas pertenecientes 
a 23 familias (Pashley 1988; Machado et al. 2008), de ahí radica la dificultad de utilizar 
una buena estrategia para su control.  
 
En Colombia, este insecto se observó por primera vez asociado a cultivos de maíz en el 
departamento de Antioquia, posteriormente se dispersó a Caldas y Valle del Cauca, hasta 
colonizar todas las áreas productoras de maíz en todo el territorio Colombiano (Vélez-
Arango et al. 2008).  Su larva, causa considerables pérdidas económicas de hasta un 35% 
en el maíz (Torres y Cotes 2005), por ello se le ha denominado “gusano cogollero”. Sin 
embargo, también es una plaga secundaria de los cultivos de algodón, arroz, sorgo y pastos 
(García et al. 2002), por esta razón su presencia también deber ser tenida en cuenta en 
estos cultivos. 
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El comportamiento polífago del gusano cogollero en el Hemisferio Occidental, se debe en 
parte a la existencia de dos biotipos que difieren en la preferencia de su hospedero 
(Nagoshi y Meagher 2004). Estos biotipos, se caracterizan por ser idénticos 
morfológicamente, sin embargo difieren genéticamente. Pashley en 1986, logró 
identificarlos por primera vez  en poblaciones de Estados Unidos  con el uso de aloenzimas 
encontrando que un biotipo (Maíz) presentaba las esterasas B, C y D, mientras que el otro 
biotipo (Arroz) presentaba las esterasas E y F. Además, observó una marcada preferencia 
de cada biotipo hacia dos hospederos: el cultivo de maíz y el cultivo de arroz, por ello los 
denominó “biotipo maíz” y “biotipo arroz”. Sin embargo, estudios posteriores realizados 
en países como Estados Unidos, Jamaica, Guyana Francesa, varias islas del Caribe y 
Colombia por Nagoshi y Meagher (2003 a, b, 2004, 2007 a, b, 2008), Prowell et al. (2004)  
y Vélez-Arango et al. (2008), demostraron que el rango de hospederos de estos biotipos es 
más amplio, ya que el biotipo maíz se encuentra en cultivos de maíz, secundariamente en 
algodón, y sorgo y el biotipo de arroz en  arroz, pastos. 
 
Ambos biotipos son simpátricos a lo largo de su rango de distribución (Pashley 1986; 
Pashley et al. 1995; Machado et al. 2008). No obstante, varios estudios han demostrado 
diferencias específicas en su fisiología debido a que el ciclo de vida es más rápido para el 
biotipo maíz que para el biotipo arroz (Veenstra et al. 1995) en su resistencia a 
insecticidas, debido a que en Estados Unidos, el biotipo maíz es más resistente a 
insecticidas y al Bacillus thuringensis que el biotipo arroz (Adamzcyk et al. 1997). 
Además, también se ha encontrado que ambos presentan aislamiento reproductivo 
precigótico y postcigótico (Pashley y Martin 1987; Pashley et al. 1992; Velásquez-Vélez et 
al. 2011, (en prensa)) 
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Después de la identificación por aloenzimas de los biotipos de S. frugiperda realizada por 
Pashley (1986), otros marcadores fueron utilizados para caracterizarlos molecularmente. 
Entre ellos se encuentran: una PCR-RFLP con la enzima MspI que actúa en el gen de la 
citocromo oxidasa I (COI) produciendo dos fragmentos digeridos de 497 pb y 72 pb en el 
biotipo maíz y ninguna digestión en el biotipo arroz (Levy et al. 2002; Meagher y Gallo-
Meagher 2003). Estos biotipos también han sido identificados con los marcadores AFLP 
ya que producen 19 bandas polimórficas en el biotipo arroz y 9 en el biotipo maíz 
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism) (McMichael y Prowell 1999; Prowell et al. 
2004) y con una región en tándem del ADN nuclear denominada FR (“for rice strain”, 
biotipo arroz) que produce amplificaciones de alto peso molecular (mayores a 500 pb) en 
el biotipo arroz y de 0 a 3 bandas por debajo a las 500 pb en el biotipo maíz (Lu et al. 
1994; Nagoshi y Meagher 2003 a, 2004; Machado et al. 2008). 
 
Por otro lado, en estudios de genética de poblaciones en S. frugiperda llevados a cabo en 
Brasil con el uso del marcador AFLP, se ha encontrado que poblaciones geográficamente 
separadas se encuentran genéticamente diferenciadas (Busato et al. 2004), por esta razón 
los autores adjudican dicha estructura a la presencia de los dos biotipos en ese país.  
 
Estudios posteriores con estos mismos marcadores realizados con poblaciones de Estados 
Unidos y Argentina en cultivos de maíz, algodón y árboles de limón, también demostraron 
una diferenciación y por ende estructura genética en la especie (Clark et al. 2007; 
Martinelli et al. 2006). Sin embargo, en ninguno de ellos se ha tenido en cuenta la 
presencia de los biotipos previo al análisis genético poblacional. En Colombia, la presencia 
de estos biotipos también ha sido confirmada para el departamento de Tolima, con el uso 
de los marcadores COI y FR, donde las larvas del biotipo maíz fueron encontradas 
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principalmente en cultivos de maíz, algodón y sorgo y las larvas del biotipo arroz se 
encontraron más frecuentemente en cultivos de arroz y en muy bajas proporciones, en 
cultivos de maíz y algodón (Vélez-Arango et al. 2008). 
 
En trabajos anteriores realizados en el Tolima, Saldamando y Vélez-Arango (2010) 
tuvieron en cuenta los marcadores COI y FR para realizar un estudio de estructura 
poblacional en S. frugiperda y encontraron una gran diferenciación genética entre los 
cultivos de maíz, algodón y sorgo respecto al cultivo de arroz. A su vez, estimaron el flujo 
genético entre las poblaciones mencionadas, donde encontraron un flujo reducido del 
insecto entre los cultivos de maíz, algodón y sorgo y el cultivo del arroz. Dados los 
resultados obtenidos en este trabajo, las autoras concluyeron que la presencia de ambos 
biotipos en este departamento, juega un papel primordial en la estructura poblacional del 
insecto en esta zona del país.  
 
Posteriormente Vélásquez-Vélez et al. (2011, en prensa) realizaron estudios sobre el 
aislamiento reproductivo de los biotipos de S. frugiperda en este mismo departamento, y 
demostraron que existen barreras de aislamiento a nivel postcigótico entre los biotipos, 
esto debido a que las generaciones híbridas F1 y F2, entre estos biotipos, presentaron una 
reducción en el fitness, fertilidad y viabilidad, comparado con sus líneas parentales de maíz 
y arroz.  
 
En otro trabajo más reciente, realizado con los biotipos de S. frugiperda del Tolima y su 
resistencia a los insecticidas lambdacialotrina y metomil (Ríos–Diez y Saldamando-
Benjumea 2011, en prensa), los autores encontraron que en condiciones de laboratorio, el 
biotipo arroz es más resistente que el biotipo maíz. Estos resultados demuestran que ambos 
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biotipos deben ser controlados de diferente manera, especialmente si los agricultores tienen 
en cuenta el cultivo en el que realizan las aplicaciones de estos insecticidas.  
 
En Colombia, S. frugiperda representa una plaga importante en los departamentos de 
Córdoba, Meta y Valle del Cauca, generando pérdidas económicas similares a las 
reportadas en el Tolima. En este departamento, la presencia de los biotipos de esta plaga ya 
ha sido reportada por Vélez-Arango et al. (2008) con el uso de los marcadores diagnóstico 
PCR-RFLP del gen COI y una PCR del gen FR. Sin embargo, debido a que estos 
marcadores no son polimórficos al interior de cada biotipo, el propósito de este trabajo, fue 
caracterizar molecularmente esta especie con individuos provenientes de los departamentos 
anteriormente mencionados, usando marcadores AFLP, como proyecto base  para el 
desarrollo de estudios sobre genética de poblaciones de este insecto en Colombia.  
 
Cabe mencionar, que estos marcadores fueron previamente estandarizados para la 
identificación de biotipos de S. frugiperda por McMichael y Prowell (1999) y se ha 
encontrado que presentan varios polimorfismos genéticos en poblaciones de Estados 
Unidos. No obstante, debido a que las poblaciones de Estados Unidos y Colombia 
presentan diferencias genéticas significativas al nivel del gen COI (citocromo oxidasa I) de 
la mitocondria ( st: 0.7681, P  0.001)  demostrando que no existe flujo genético entre sus 
poblaciones o el flujo es reducido (Salinas-Hernández y Saldamando-Benjumea 2011, en 
prensa), diferencias en el aislamiento reproductivo precigótico temporal y postcigótico 
(Velásquez-Vélez et al. (2011, en prensa) y que los cambios climáticos y las prácticas 
agronómicas difieren entre estos dos países, es factible pensar en Colombia, la dinámica 
poblacional de esta plaga presente patrones distintos a los observados en Estados Unidos. 
Debido a que este aspecto no ha sido explorado aún en Colombia y a su vez que no se han 
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utilizado marcadores polimórficos que permitan estimar determinar si existe  flujo genético 
dentro y entre las poblaciones de S. frugiperda de los departamentos de Córdoba, Meta y 
Valle del Cauca, el objetivo de este trabajo fue evaluar la utilidad de los marcadores AFLP 
para realizar un análisis genético de las poblaciones colombianas de este insecto en un 
trabajo futuro. 
 
  
7 
2. MARCO TEÓRICO /ESTADO DEL ARTE 
 
2.1  Spodoptera frugiperda  
 
El gusano cogollero Spodoptera frugiperda (Lepidóptera: Noctuidae) (J. E. Smith) es un 
insecto tropical endémico del hemisferio occidental donde su rango se extiende desde el 
Brasil hasta Norte América (López-Edwards et al. 1999). Este insecto, es considerado 
como una de las mayores plagas de cultivos de maíz, algodón, arroz y algunas hortalizas 
(Pashley 1998). En Colombia, se encuentra en la gran mayoría de los cultivos, 
particularmente en el maíz, arroz, algodón y pastizales (García et al. 2002) 
 
A nivel mundial, el género Spodoptera tiene reconocidas más de 12 especies, de las cuales 
S. frugiperda es una de las más estudiadas. En esta especie se han identificado dos 
“biotipos” que son indistinguibles morfológicamente y que han sido reconocidos como 
posibles nuevas especies o biotipos de maíz y arroz (Prowell 1998;  Prowell et al. 2004; 
Nagoshi y Meagher 2004). Esto debido a que se ha observado en ellos los dos tipos de 
aislamiento reproductivo: precigótico (Pashley et al. 1992; Prowell 1998) y postcigótico 
(Prowell 1998; Prowell et al. 2004; Nagoshi y Meagher 2004; Velásquez-Vélez et al 2011, 
en prensa). Estos dos biotipos exhiben polimorfismos genéticos en 5 aloenzimas (Pashley 
1986) y 8 loci de AFLP (Prowell et al. 2004). Dos marcadores diagnóstico han sido 
utilizados para su identificación: la región COI del ADN mitocondrial que solo amplifica 
en el biotipo del maíz (Levy et al. 2002) y la región FR del ADN nuclear que solo 
amplifica en el biotipo del arroz (Lu et al. 1994; Meagher y Gallo –Meagher 2003). Uno de 
los trabajos sobre la identificación de los biotipos de S. frugiperda en un amplio rango 
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geográfico fue realizado por Prowell et al. (2004). En este estudio, los autores utilizaron 
los marcadores AFLP, 5 esterasas y la amplificación del gen ND4, y evidenciaron que el 
biotipo maíz es más abundante en cultivos de maíz y el biotipo arroz en el cultivo de arroz. 
Además, ellos también reportan la preferencia por hospedero es más marcada por el biotipo 
maíz y que estos hibridan en la naturaleza, ya que el 16% de las muestras evaluadas 
presentaron combinaciones de los loci de ambos biotipos para los marcadores nucleares. 
El aislamiento precigótico observado en S. frugiperda, al parecer es de cuatro tipos: 1) 
temporal, debido a que ambos biotipos se aparean a diferentes tiempos durante la noche, 
siendo el biotipo maíz el que copula más temprano en la noche (Pashley et al. 1992; Scholf 
et al. 2009), 2) comportamental parcial, debido a que rara vez las hembras del biotipo maíz 
se aparean con los machos del biotipo arroz. Sin embargo, el cruce recíproco sí produce 
progenie (Pashley et al. 1992; Prowell 1998), 3) químico, ya que las hembras de cada 
biotipo difieren en su composición de feromonas: Z11-16:OAc, Z7-12:OAc y Z9-12:OAc 
puesto que el primer componente es significativamente más abundante en hembras del 
biotipo maíz y los dos segundos en hembras del biotipo arroz (Groot et al. 2008) y 4) 
ecológico, debido a que cada biotipo se encuentra asociado a un hospedero diferente, 
siendo los más utilizados los cultivos de maíz y de arroz (Prowell et al. 2004).  
 
Por otro lado, los biotipos de S. frugiperda en Estados Unidos, también presentan 
aislamiento postcigótico, debido a que los pocos híbridos obtenidos a partir de cruces entre 
hembras del biotipo maíz y machos del biotipo arroz son inviables, sin embargo el cruce 
recíproco sí produce híbridos fértiles y viables (Nagoshi y Meagher 2004). Recientemente, 
en un trabajo realizado por Velásquez-Vélez et al. (2011, en prensa), los autores 
encontraron una reducción en el número de masas de huevos, número de hembras, 
desarrollo pupal, tiempo de desarrollo pupal, longevidad de adultos y peso de pupas de las 
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líneas F1 y F2 comparadas con las líneas parentales compuestas por los biotipos de S. 
frugiperda, demostrándose que el aislamiento postcigótico de la especie es una barrera 
relevante para la permanencia de híbridos en el campo.  
 
Los híbridos viables (reconocidos con marcadores moleculares) entre estos dos biotipos se 
han encontrado en la naturaleza (Prowell et al. 2004) y según Pashley (1998) y Prowell et 
al. (2004) ello ha implicado que la especiación de S. frugiperda al parecer se haya 
generado en simpatría (Prowell 1998), explicando la existencia de zonas de hibridación de 
este insecto en Estados Unidos (Prowell et al. 2004). 
 
Respecto a la respuesta diferencial a insecticidas y al Bacillus thuringensis, Adamczyk et 
al. (1997) han reportado que en condiciones de laboratorio, las larvas biotipo maíz son más 
resistentes a componentes de insecticidas como el carbaril, diazinon, cipermetrinas, metil 
paration y metiomil, además de cultivos de algodón transgénico al que se le ha introducido 
la endotoxina Cry1AC del Bacillus thuringensis. Sin embargo, resultados opuestos fueron 
observados por Ríos-Díez y Saldamando-Benjumea (2011, en prensa) con los biotipos de 
este insecto del departamento del Tolima. Ellos encontraron que en condiciones de 
laboratorio, el biotipo  maíz es más susceptible que el biotipo arroz a los insecticidas 
lambdacialotrina y metomil, por ello el manejo de este insecto no se puede realizar de la 
misma manera que se hace en Estados Unidos.   
 
Finalmente, estudios recientes realizados por Groot et al. (2008, 2010) con poblaciones de 
ambos biotipos de Estados Unidos, han demostrado que la composición de feromonas 
difiere entre ellos. Estos autores sugieren que las hembras de cada biotipo atraen 
diferencialmente a los machos de su mismo biotipo, demostrando que el sistema de 
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monitoreo del insecto debería basarse en la composición de feromonas de cada biotipo de 
S. frugiperda en Colombia. 
 
2.1.2 Biología  
 
Los adultos de esta polilla, presentan hábitos nocturnos, iniciando su actividad en la tarde, 
alrededor de su planta hospedera en busca de alimento, apareamiento y oviposición 
(Sparks 1979). El apareamiento se produce cuando las hembras liberan  feromonas para 
atraer a los machos, copulando más de una vez (Sparks 1979). En Estados Unidos los 
biotipos de esta polilla marcan una diferencia substancial en el tiempo de apareamiento, 
puesto que las hembras del biotipo maíz liberan sus feromonas los primeros 2/3 de la 
noche, mientras que las hembras del biotipo arroz lo hacen la última tercera parte de la 
noche (Pashley et al. 1992). En Colombia, particularmente en el Tolima, los biotipos de S. 
frugiperda no presentaron una diferencia significativa en el tiempo necesario para realizar 
su primer apareamiento, ni para la duración de la copula, (Velásquez-Vélez et al. (2011, en 
prensa), por ello se concluyó que ellos no presentan una barrera de aislamiento temporal, a 
diferencia de las poblaciones en Estados Unidos. 
 
S. frugiperda, tiene un ciclo de vida con una duración de aproximadamente 30 días, una 
sola hembra puede  ovipositar  1000 huevos en promedio que se desarrollan en 6 instares 
larvales y un estado de pupa que ocurre en el suelo (Caminera 2000; Sparks 1979). Las 
oviposiciones la realizan en el envés de la primera hoja cotiledonal del maíz desde el 
primer día de emergencia de las plántulas y cuando sus larvas emergen, raspan el follaje 
para alimentarse, dejando manchas translúcidas en las hojas de su planta hospedera, a 
medida que éstas larvas se desarrollan, empiezan a descender al cogollo el cual lo penetran 
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verticalmente, donde permanecen alimentándose de la última hoja en formación hasta que 
bajan al suelo a empupar, por esta razón S. frugiperda es llamado gusano cogollero (García 
et al. 2002; Vélez 1997).  
 
La primera generación de S. frugiperda en maíz y sorgo se produce inmediatamente 
después de la emergencia de las plántulas y continúa durante la cosecha, las mayores 
poblaciones se registran en la etapa de floración con dos o tres generaciones que 
generalmente sobrepasan los niveles de daño económico (Álvarez y García 1995; García et 
al. 2002). Las altas infestaciones de S. frugiperda en cultivos tempranos pueden generar 
graves daños como la pérdida de plántulas que obliga a los agricultores a realizar nuevas 
siembras (García et al. 2002).  
 
2.1.3 Plantas Hospederas 
 
A pesar de su hábito polífago S. frugiperda presenta preferencia por las gramíneas, tanto 
cultivadas como silvestres, este insecto se ha registrado en más de 80 especies de plantas 
pertenecientes a 23 familias que utiliza como hospedero (Tabla 1) (Pashley 1988; Vélez 
1997). En Colombia ataca alrededor de 36 cultivos dentro de los que se encuentran maíz, 
sorgo, arroz, caña de azúcar, algodón y pastos, además de arvenses y gramíneas de hoja 
ancha. En maíz S. frugiperda tiene hábitos de trozador, cogollero y masticador de los 
granos, mientras que en los otros cultivos actúa como perforador de ramas y frutos 
(Álvarez y García 1995; García et al. 2002; Vélez 1997). La variedad de hospederos que 
tiene esta plaga y su amplia distribución hace que sus poblaciones sean constantes durante 
el año (Barfield et al. 1980; García et al. 2002; Torres y Cotes 2005). 
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S. frugiperda representa una especie polífaga que muestra cierto grado de asociación a 
plantas hospederas, por lo cual no puede ser categorizada como una especie totalmente 
generalista, ya que estudios sobre su caracterización molecular, han permitido distinguir 
dos poblaciones denominadas biotipos (Veenstra et al. 1995; Prowell et al. 2004). Estos 
dos biotipos muestran asociación particularmente al maíz y al arroz, y en Colombia, el 
biotipo maíz se ha encontrado asociado al maíz, algodón y sorgo, mientras que el biotipo 
arroz, más asociado al arroz (Vélez –Arango et al. 2008). Dadas estas asociaciones, se crea 
la necesidad de aumentar el rango de hospederos en los que se deben realizar muestreos 
larvales de este insecto, para llevar a cabo una identificación molecular de los biotipos de 
las mismas, de esta manera se podría obtener una mejor evidencia de la asociación que 
presentan estos dos biotipos en la naturaleza. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
13 
 
FAMILIA ESPECIES 
1. Chenopodiaceae Chenopodium album, Spinacia oleracea, Beta vulgaris 
2. Amaranthaceae Amaranthus spp 
3. Portulacaceae Portulaca  oleracea 
4. Polygonaceae Fagopyrumesculentum 
5. Malvaceae Althea rosea, Gossypium hirsutum 
6. Violaceae Viola spp 
7. Caricaceae Carica papaya 
8. Cucurbitaceae Citrullus vulgaris Cucumis sativus, Cucurbita pepo 
9. Brassicaceae Brassica napobrassica, B. oleracea, B. rapa 
10. Rosaceae Fragaria chiloensis, Prunus persica, Malus pumila 
11. Fabaceae Arachis hypogaea, Cajanus cajun, Cicer arietinum,  
 
Glycine max, Medicago sativa, Pisum sativum, 
 
Pueraria lobata, Stizolobium deeringianum,Trifolium pratense, 
 
T. repens, Vina unguiculata. 
12. Myrtaceae Eucalyptus camaldulensis 
13. Vitaceae Vitis spp 
14. Rutaceae Citrus aurantium 
15. Apocynaceae Plumeria rubra 
16. Solanaceae Capsicum spp, Lycopersicon esculentum,  
 
Nicotiana tabacum, solanum tuberosum. 
17. Convolvulaceae Ipomea spp 
18. Asteraceae Lactuca sativa, Xanthium italicum 
19. Cyperaceae Cyperus rotundus 
20. Poaceae Agrotis hyemalis, A. stolonifera, Andropogon virginicus, 
 
Avena sativa, Axonopus affinis, Brachiaria platyphylla,  
 
Cenchrus tribuloides, Chloris gayana, Cynodon dactylon, 
 
Dactyloctenium aegyptium, Digitaria sanguinalis, Hordeum vulgare, 
 
Orzya sativa, Panicum maximun, P. miliaceum, P. purpurascens 
 
P. texanum, Pennisetum glaucum, P. purpureum, Phleum pratense, 
 
Poa pratensis, Saccharum officinarum, Secale cereale, Sorghum sudanense, 
 
S. vulgare, S. halepense, Triticume aestivum, Zea mays, Z. mexicana, 
21. Liliaceae Allium cepa, A. sativum, Asparagus officinalis 
22. Iridaceae Gladiolus spp. 
23. Pinaceae Pinus caribaea 
 
Tabla 1. Listado de las 23 familias  y 80 especies de plantas que ataca S.frugiperda. (Pashley 1988). 
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2.2 Biotipos de Spodoptera frugiperda 
2.2.1 Biotipos  
 
Los biotipos de S. frugiperda fueron identificados por primera vez en 1986 por Pashley 
con el uso de aloenzimas. Esto debido a que ella encontró dos poblaciones en la naturaleza 
que presentaban tasas de desarrollo diferencial, cuando eran alimentadas de hojas de maíz 
y de arroz, en condiciones de laboratorio. Dadas estas diferencias y su gran similitud 
morfológica, Pashley (1986) utilizó las esterasas para realizar un estudio sobre su 
diferenciación genética. Con ellas logró caracterizar dos poblaciones, a las que denominó 
biotipo maíz y biotipo arroz. Estos dos biotipos fueron caracterizados más adelante con 
marcadores moleculares como la PCR-RFLP del gen COI, el gen FR, el gen ND4 y los 
AFLP (Nagoshi y Meagher 2003 a, b; McMichael y Prowell 1999; Prowell et al. 2004).  
 
Estos biotipos han evolucionado barreras de aislamiento reproductivo precigótico y 
postcigótico, siendo el aislamiento precigótico más evidente en las poblaciones de Estados 
Unidos, ya que dos estudios realizados por Pashley et  al. (1992) y Scholf et al. (2009) han 
demostrado que el biotipo maíz se aparea más temprano en la noche que el biotipo de 
arroz. Sin embargo, en Colombia, el aislamiento postcigótico entre los biotipos fue la 
barrera más relevante entre éstos, puesto que en el trabajo de Velásquez-Velez et al. (2011, 
en prensa) se encontró que no hay diferencias significativas en la temporalidad de estos dos 
biotipos a nivel precigótico, pero a nivel postcigótico ellos evidenciaron la regla de 
Haldane y una reducción en la fertilidad y fitness en las generaciones F1 y F2 comparadas 
con las generaciones parentales.  
 
  
15 
Otras diferencias biológicas entre los biotipos son los patrones de dispersión (Pashley et al. 
1992, Nagoshi y Meagher 2004, Salinas –Hernández y Saldamando-Benjumea (2011, en 
prensa), ya que el biotipo maíz tiene mayor capacidad de dispersión que el de arroz, ésta 
diferencia puede tener una gran implicación en el manejo integrado del insecto. 
 
Otro aspecto importante de estos biotipos es su respuesta diferencial de susceptibilidad 
hacia los insecticidas y la endotoxina Cry1AC del Bacillus thuringensis. En Estados 
Unidos, el biotipo maíz resultó más resistente que el biotipo arroz, mientras que en 
Colombia, el biotipo arroz fue más resistente a dos insecticidas (lambdacialotrina y 
methomyl) que el biotipo maíz cuando ambos fueron evaluados en condiciones de 
laboratorio (Adamzyck et al. 1997; Ríos-Díez y Saldamando-Benjumea 2011, en prensa).  
  
En particular, se considera que los biotipos de S. frugiperda se encuentran en un período de 
simpatría o especiación simpátrica debido a que están genéticamente diferenciados, y sus 
poblaciones utilizan diferentes hospederos entre los cuales existe un flujo genético 
reducido (Prowell 1998).   
 
2.2.2.  Spodoptera frugiperda y Especiación 
 
S. frugiperda es un buen modelo para explicar procesos de especiación en particular la 
especiación simpátrica (Prowell 1998). Esto debido a que esta especie ha divergido en dos 
poblaciones genéticamente diferenciadas que fueron denominadas biotipos. Estos biotipos 
muestran asociación a dos hospederos principales, los cultivos de maíz y los cultivos de 
arroz (Pashley 1986). Los biotipos de S. frugiperda han sido identificados con una gran 
variedad de marcadores nucleares y mitocondriales (Pashley 1986; Nagoshi y Meagher 
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2003; Prowell et al. 2004; Groot et al. 2010) y recientemente a partir de la secuenciación 
del gen mitocondrial ND1 Groot et al. (2010) calcularon con la ayuda del reloj molecular, 
un tiempo de divergencia de 500 millones de años entre estos dos biotipos, lo cual indica 
que su origen es reciente (Veenstra et al. 1995). Algunos autores argumentan que esto dos 
biotipos pueden ser considerados como especies hermanas (McMichael y Prowell 1999), 
debido a que ellos han evolucionado barreras de aislamiento reproductivo entre ellas 
(Pashley y Martin 1987; Pashley et al. 1992; Velásquez-Vélez et al. 2011, en prensa) por 
lo cual se espera que con el tiempo reduzcan el flujo genético entre sus poblaciones y por 
lo tanto evolucionen dos especies crípticas cercanamente relacionadas.  
 
2.2.3. Historia evolutiva de Spodoptera frugiperda 
 
El género Spodoptera Geneé (Noctuidae: Amphipyrinae) está compuesto por treinta 
especies de polillas consideradas plagas de gran impacto económico ya que se alimentan 
de cultivos de maíz, algodón, sorgo, arroz, pastos, maní, entre otros (Passoa 1991;  Pogue 
2002). Entre las especies más conocidas se encuentran: Spodoptera frugiperda (J. E. 
Smith), Spodoptera ornithogalli (Geneé), Spodoptera sunia o albula (Walter),  Spodoptera 
exigua (Hübner), Spodoptera eridania (Stoll), Spodoptera androgea (Stoll), Spodoptera 
latifascia (Walter), Spodoptera dolichos (Fabricius), S. pulchella (Herrich-Schäffer), en el 
continente Americano. Todas estas polillas han sido reconocidas por representar “especies 
crípticas”, puesto que su morfología externa es muy similar a nivel de la larva y adulto. Sin 
embargo, todas estas especies presentan aislamiento reproductivo. Las especies crípticas, 
en su gran mayoría se caracterizan por ser parapátricas, lo que significa que pueden 
producir zonas de hibridación, muchas de ellas son simpátricas, y algunas tienen 
distribución alopátrica. Por ejemplo, S. frugiperda, S. ornithogalli y S. sunia son especies 
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crípticas reconocidas como el complejo Spodoptera del cultivo de algodón (Santos et al. 
2009) dada la gran similitud morfológica de sus larvas en sus primeros instares larvales y 
representan especies simpátricas en el departamento del Tolima. No obstante, estas 
especies no hibridizan entre sí, demostrando que presentan aislamiento reproductivo entre 
ellas.   
 
En el caso del género Spodoptera, una de sus especies más estudiadas a nivel molecular ha 
sido S. frugiperda, debido a que ésta divergió en dos biotipos que son diferenciables 
mediante el uso de varios marcadores moleculares, dentro de los cuales se encuentran:  
PCR RFLP (Levy et al. 2002), región FR (Nagoshi y Meagher 2003b), AFLP (McMichael 
y Prowell 1999; Busato et al. 2004; Martinelli et al. 2006; Clark et al. 2007, 2009) y la 
secuenciación de los genes COI, COII,  tRNAleu, ITS, ND4 (Prowell et al. 1986; Lewter et 
al. 2006; Nagoshi et al. 2007a, 2007b). Estos dos biotipos se han encontrado asociados a 
sus plantas hospederas con mayor frecuencia el biotipo arroz en Estados Unidos, 
Honduras, Guadalupe, Guyana Francesa, varias islas del Caribe (Prowell et al. 2004)  y en 
Colombia (Vélez –Arango et al. 2008). 
 
2.3. Diferencias entre los biotipos de Spodoptera frugiperda 
 
2.3.1 Diferencias fisiológicas y comportamentales 
 
Los biotipos de S. frugiperda presentan sus mayores diferencias a nivel molecular, aunque 
también se han reportado algunas diferencias biológicas, fisiológicas, de desarrollo y 
comportamentales. Pashley (1988), Whitford et al. (1988), Pashley et al. (1995) y Veenstra 
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et al. (1995) encontraron resultados similares en cuanto a diferencias en el desarrollo de los 
biotipos. Pashley (1988) y Pashley et al. (1995) observaron que el biotipo maíz tuvo un 
buen desarrollo tanto en maíz, como en pasto de bermuda y sorgo, mientras que el biotipo 
arroz se desarrolló mejor en pasto de bermuda. En estos hospederos, las larvas y pupas del 
biotipo maíz tuvieron más peso en comparación con las larvas y pupas del biotipo arroz 
alimentándose en los mismos hospederos. Por esta razón, se considera que el biotipo arroz 
está más adaptado fisiológicamente a sus hospederos que el biotipo maíz (Pashley 1988). 
Whitford et al. (1988) también encontró que la progenie de hembras de maíz y arroz, 
tuvieron pesos larvales y supervivencia similares, pero difirieron consistentemente en el 
peso de las pupas y en el desarrollo de las larvas en dieta artificial.  
 
En un estudio posterior, Meagher et al. (2004), realizaron experimentos para comparar el 
desarrollo larval, comportamiento de alimentación y preferencia de oviposición de los 
biotipos de S. frugiperda en las plantas hospederas y en otras plantas, en donde 
encontraron que las larvas del biotipo maíz tuvieron una supervivencia del 62% 
alimentándose de maíz. En general, encontraron que las larvas del biotipo arroz fueron más 
grandes y tuvieron un período de desarrollo más corto que el biotipo maíz en las plantas 
hospederas evaluadas; esto difiere con los reportes previos donde las larvas de biotipo maíz 
tuvieron un tamaño mayor alimentándose en maíz, comparado con las larvas del biotipo 
arroz (Pashley et al. 1995). Los resultados obtenidos por Meagher et al. (2004) en 
experimentos de escogencia de planta hospedera, sugieren diferencias entre los biotipos en 
cuanto a la preferencia de las larvas por sus plantas hospederas específicas, encontrando 
resultados similares a los de Pashley et al. (1995) donde se observó que el biotipo maíz 
presenta una fuerte preferencia por el cultivo de maíz.  
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Por otro lado, Meagher et al. (2007) también observaron diferencias biológicas y de 
desarrollo entre biotipos criados en varias líneas de pastos al encontrar que en la mayoría 
de los casos las larvas del biotipo arroz presentaron mayor peso y un desarrollo más rápido 
que las larvas del biotipo maíz. El peso de las pupas y la supervivencia fue similar para los 
dos biotipos, resultados similares a los encontrados por Meagher et al. (2004). 
 
En cuanto al comportamiento de apareamiento se ha comprobado que existen mecanismos 
de aislamiento pre-reproductivo entre hembras del biotipo maíz y machos del biotipo arroz. 
Datos de apareamiento entre biotipos de Estados Unidos, indican incompatibilidades en el 
laboratorio y fuertes preferencias de machos por hembras de su mismo biotipo, hembras 
del biotipo arroz se aparean exitosamente con machos del biotipo maíz, pero el cruce 
recíproco (hembras de maíz con machos de arroz) no se produce (Pashley y Martin 1987). 
Pashley y Martin (1987) observaron que los cruces realizados con híbridos F1 sólo son 
exitosos cuando machos híbridos se aparean con sus parentales, mientras que cruces con 
hembras híbridas no son exitosos. Sin embargo, resultados opuestos fueron observados por 
Whitford et al. (1988) y Quisenberry (1991), quienes lograron obtener apareamientos 
exitosos en ambas direcciones. La diferencia de resultados entre el estudio de Pashley y 
Martin (1987) y los de Whitford et al. (1988) y Quisenberry (1991 es posible que se deba 
al origen geográfico de las muestras de los biotipos y al tipo de individuos utilizados; en el 
trabajo de Pashley y Martin (1987) se usaron larvas frescas colectadas en el campo de 
Louisiana y Georgia, mientras que en los trabajos de Whitford et al. (1988) y Quisenberry 
(1991) se usaron individuos de colonias de laboratorio de Mississipi, Georgia, Florida y 
Louisiana. Las incompatibilidades de apareamientos en laboratorio pueden reflejar las 
condiciones del medio ambiente, sin embargo, que esto pase en laboratorio no 
  
20 
necesariamente significa que ocurra en la naturaleza (Diehl y Bush 1984), por esta razón es 
necesario realizar estudios de este tipo en campo (Pashley 1988).  
 
En otro estudio, Pashley et al. (1992) sugieren que se presenta un aislamiento temporal que 
puede ser el principal mecanismo de aislamiento entre biotipos, el biotipo maíz se apareó 
durante las primeras 2/3 partes de la noche, mientras que el biotipo arroz en la última 
tercera parte. En este mismo estudio, Pashley et al. (1992) observaron que aunque los 
machos tienen preferencia de atracción por hembras de su mismo biotipo, también ocurre 
atracción cruzada; también se encontró que en Louisiana la mayoría de machos del biotipo 
arroz fueron atraídos por hembras del biotipo arroz (75% de fidelidad) y la mayoría de 
machos de maíz atraídos por hembras del biotipo maíz (86% de fidelidad). Estos estudios 
sugieren que las diferencias en la composición de feromonas y el tiempo en que realizan el 
llamado facilitan el apareamiento asociativo dentro de los biotipos, sin embargo, antes de 
1998 no se había encontrado una composición química diferencial en las feromonas 
(Pashley 1988). Pero en un trabajo reciente realizado por Groot et al. (2008) se demostró 
que la composición de feromonas entre los biotipos difiere significativamente, 
particularmente en un componente de éstas. Este resultado permite sugerir que este tipo de 
aislamiento químico, juega un papel importante en la especiación de S. frugiperda.   
 
Un aislamiento ecológico también ha sido sugerido por Prowell et al. (2004) en un estudio 
donde se combinaron AFLP´s, esterasas y el gen ND4 para identificar los biotipos en 
varios países del Caribe, la Guyana Francesa y los Estados Unidos, los autores observaron 
que el biotipo maíz se asociaba más frecuentemente a cultivos de maíz, mientras que el 
biotipo arroz a plantaciones de arroz y pastos. No obstante, la preferencia por hospedero 
fue superior para el biotipo maíz que para el biotipo arroz. 
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Respecto a las generaciones híbridas entre los biotipos, Whitford et al. (1988), observaron 
que la generación F1 de hembras de arroz y machos de maíz presentaba menos 
apareamientos comparado con el cruce de hembras de maíz y machos de arroz, además de 
una disminución en la producción de masas de huevos por hembra del primer cruce 
respecto al segundo. En este trabajo también se reportaron diferencias en el 
comportamiento de oviposición de los dos biotipos, puesto que el biotipo maíz ovipositó 
preferiblemente en maíz y sorgo, mientras que el biotipo arroz preferiblemente en pasto de 
bermuda.  
 
Finalmente, estudios en laboratorio sobre la resistencia de los biotipos a insecticidas y 
endotoxinas de B. thuringensis, han reportado que las larvas del biotipo maíz exhiben 
mayor grado de resistencia a insecticidas tales como el carbaril, diazinon, cipermetrinas, 
metil paration y metiomil, comparado con larvas del biotipo arroz (Adamczyk et al. 1997). 
Además, también se ha observado que las larvas del biotipo maíz son más resistentes a B.  
thuringensis (Adamczyk et al. 1997) y que en condiciones de campo el biotipo arroz 
consume más material vegetal que las larvas del biotipo maíz. (Nagoshi y Meagher 2004). 
 
2.3.2. Diferencia en la distribución geográfica 
 
La distribución geográfica del biotipo maíz está muy bien documentada (Nagoshi et al. 
2008a) puesto que se produce en gran parte del hemisferio occidental. En general esta 
distribución se presenta en la mayoría de los lugares donde crece el maíz. Sin embargo, la 
distribución del biotipo arroz, es menos conocida puesto que se han realizado muy pocos 
muestreos en hospederos diferentes en los que se encuentra el biotipo maíz. El biotipo 
arroz se distribuye simpátricamente con el biotipo maíz y ésta simpatría se ha evidenciado 
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en países como Puerto Rico, Guyana Francesa, Jamaica, Honduras y varias islas del 
Caribe, y en Estados Unidos en el sur de Georgia, Florida y Louisiana (Prowell et al. 
2004). Los ataques en gramíneas forrajeras han sido registrados en gran parte de América 
Latina, lo cual es muy probable debido a la presencia del biotipo arroz (Pashley 1988). 
 
Los datos sobre la fenología de los biotipos en Louisiana indican que el biotipo arroz está 
presente en gran parte del año. Las poblaciones siguen en baja densidad en varios pastos de 
bermuda y césped hasta una rápida acumulación que generalmente ocurre a finales del 
verano. Los individuos del biotipo maíz también están presentes en gran parte del año 
particularmente desde la primavera hasta el mes de diciembre. Sin embargo, las  máximas 
densidades de este biotipo se producen a comienzos o a mediados del verano antes de la 
producción de maíz (Pashley 1988). Actualmente, no están claro los lugares en los que 
ambos biotipos pasan el resto del verano, se cree que éstos podrían migrar hacia el norte 
siguiendo el desarrollo del cultivo del maíz, o cambiarse a algún otro hospedero disponible 
a nivel local. Ambos biotipos mueren en caso de no encontrar un hospedero lo cual es poco 
probable ya que ambos entran en algún tipo de estivación durante el verano (Nagoshi y 
Meagher 2004). 
 
2.3.3. Diferencias moleculares  
 
La identificación de los biotipos se ha realizado inicialmente con marcadores bioquímicos 
en 5 aloenzimas (Pashley 1986), con marcadores moleculares como los AFLP (McMichael 
y Prowell, 1999), con una región nuclear con repeticiones en tándem llamada FR “for rice 
strain” por biotipo arroz  (Lu et al. 1992; Nagoshi y Meagher 2003a, b, 2004; Nagoshi et 
al. 2006; Nagoshi et al. 2008b; Prowell et al. (2004), y a nivel de la región COI del ADN 
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mitocondrial (Levy et al. 2002; Lu y Adang 1996; Meagher y Gallo-Meagher 2003; 
Meagher y Nagoshi 2004; Nagoshi y Meagher 2003a, b, 2004; Prowell et al. 2004; 
Nagoshi et al. 2006, 2007). 
 
Pashley (1986) descubrió con análisis de aloenzimas que las poblaciones de S. frugiperda 
consistían en dos biotipos, uno de maíz y otro de arroz, donde el de maíz se encontraba 
más frecuentemente en maíz y algodón, mientras que el de arroz se encontraba en cultivos 
de arroz y pasto de bermuda. Pashley (1986) y Lu et al. (1992) observaron diferencias 
entre los biotipos usando RFLP’s en la región mitocondrial COI. Luego, Lu et al. (1992, 
1994) encontraron una secuencia de repetición en tándem en el ADN nuclear que 
presentaba más repeticiones en el biotipo arroz que en el biotipo maíz, por esta razón la 
llamaron FR (“for rice  strain”). Lu y Adang (1996) estudiaron polimorfismos del ADN 
mitocondrial con patrones de restricción de varias enzimas y observaron que el patrón 
generado por la enzima MspI presentaba diferencias fácilmente distinguibles en cuanto al 
peso molecular de los fragmentos que formaban los dos biotipos, el patrón de restricción 
producido por la enzima MspI es un marcador diagnóstico para los biotipos de maíz y arroz 
de S. frugiperda. Posteriormente, Nagoshi y Meagher (2003a) utilizaron los marcadores 
moleculares reportados por Lu et al. (1994) y Lu y Adang (1996), para identificar los 
biotipos de S. frugiperda y sus respectivos híbridos a partir de adultos colectados con 
trampas de feromonas, ubicadas en cultivos de maíz, hábitats mixtos y pastos de bermuda 
en Florida. Los resultados obtenidos con estos individuos fueron comparados con 
individuos de las líneas parentales “maíz” y “arroz” y sus respectivas generaciones F1 y F2, 
para analizar la segregación de los alelos de estos marcadores en cada generación y 
corroborar su patrón de bandas con poblaciones obtenidas en la naturaleza las cuales 
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fueron identificadas en tres grupos poblaciones pertenecientes al biotipo maíz, poblaciones 
pertenecientes al biotipo arroz y poblaciones hibridas. 
 
Los marcadores moleculares utilizados por Nagoshi y Meagher (2003a) fueron evaluados 
por Vélez-Arango et al. (2008) en poblaciones de S. frugiperda del departamento del 
Tolima. Estas poblaciones consistieron en muestras larvales colectadas en cultivos de 
maíz, algodón sorgo y arroz, permitiendo la identificación de los biotipos maíz y arroz, ya 
que el marcador mitocondrial utilizado por Nagoshi y Meagher (2003a) consiste en el uso 
de una PCR-RFLP con la enzima de restricción MspI la cual produce dos cortes 
enzimáticos sobre el gen mitocondrial COI en el biotipo maíz, produciendo dos bandas de 
497 pares de bases y 72 pares de bases. Esta enzima de restricción no produce fragmentos 
digeridos en el biotipo arroz, permitiendo la diferenciación de ambos biotipos. Por otro 
lado una PCR del gen nuclear FR, también utilizado por Nagoshi y Meagher (2003a) 
produjo una amplificación de ADN a manera de barrido (organizada en Tándem) en el 
biotipo arroz que no se produce en el biotipo maíz. Ambos marcadores permitieron la 
identificación de dos biotipos de S. frugiperda y sus respectivos híbridos en el Tolima, 
siendo el biotipo maíz más abundante en el cultivo de maíz seguido del cultivo de algodón 
y sorgo y el biotipo arroz, más abundante en el cultivo de arroz. 
 
Más recientemente en Colombia, se han identificado haplotipos de los biotipos de S. 
frugiperda de los departamentos de Antioquia, Córdoba, Meta, Tolima y Valle del Cauca 
con el uso de la secuenciación de un fragmento del gen COI en el que se identificaron 43 
haplotipos a partir de 102 muestras larvales colectadas en los cultivos de maíz, algodón, 
sorgo y arroz, de los departamentos mencionados. El resultado más relevante de esta 
investigación fue el hallazgo de un único haplotipo muy frecuente en todos estos 
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departamentos muestreados en los cultivos de maíz  algodón y sorgo, lo cual permitió 
concluir que éste haplotipo representaba al biotipo maíz y que a su vez en Colombia, éste 
haplotipo presenta mayor capacidad de dispersión, corroborando los resultados de Nagoshi 
et al (2008a). En cuanto a estudios sobre los marcadores AFLP un trabajo realizado por 
McMichael y Prowell (1999) en el estado de Lousiana, E.U, se basó en el uso de 10 
combinaciones de cebadores para diferenciar 74 individuos de S. frugiperda. Estos 
individuos fueron previamente identificados como biotipo maíz y arroz mediante el uso de 
una PCR-RFLP estandarizadas por Lu y Adang (1996). Estos individuos fueron colectados 
en estado larval a partir de cultivos de maíz y pastizales y posteriormente genotipificados 
con los marcadores AFLP. En este trabajo los autores encontraron 28 multilocus de los 
cuales 19 loci fueron identificados en el biotipo arroz y 9 loci en el biotipo maíz, siendo el 
biotipo arroz el que presentó mayor variación en el número de loci polimórficos 
comparado con el biotipo maíz.  
 
Respecto a trabajos realizados sobre la estructura de la genética de poblaciones de S. 
frugiperda se encuentran los trabajos de  Busato et al. (2004), Prowell et a.l (2004), Clarck 
et al. (2007), Martinelli et al. (2007). El trabajo de Busato et al. (2004) fue realizado en 
Brasil y en éste, los autores encontraron que la heterogeneidad genética de esta plaga era 
muy alta dentro de las regiones donde se llevaron a cabo los muestreos (H dentro = 0.47) 
(Pelotas y Uruguaina, separados por más de 250 Km. de distancia), mientras que la 
heterogeneidad genética entre las regiones era mucho más baja (H entre =0.12). Por otro 
lado Prowell et al. (2004) realizaron un análisis de multilocus teniendo en cuenta los 
marcadores AFLP, la amplificación del gen ND4 y el uso de 5 esterasas incluyendo 
muestras de países como Estados unidos, Puerto Rico, Jamaica, Guyana Francesa, Ecuador 
y varias islas del Caribe en la que encontraron una amplia distribución de los biotipos de 
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maíz y arroz, argumentando que la hibridación entre estos biotipos era solo de un 16%. 
Posteriormente,  Martinelli et al. (2007) estimaron la variabilidad genética y estructura de 
las poblaciones de S. frugiperda de Argentina, Brasil, México y Estados Unidos asociada a 
cultivos de maíz y algodón. En su análisis AMOVA (Análisis de Varianza Molecular), los 
autores encontraron que el 32% de la variación total está dada por la diferenciación 
genética dentro de las poblaciones analizadas y un 7% entre las poblaciones. Estos 
resultados indicaron que no existe estructuración significativa entre las poblaciones de S. 
frugiperda asociadas a cultivos de maíz y algodón. Además, Martinelli et al. 2007 no 
encontraron variación molecular en las poblaciones de S. frugiperda colectadas en los 
cultivos de maíz y algodón de ambos países.  
 
Finalmente, Clark et al. (2007) utilizaron los marcadores AFLP para evaluar variabilidad 
genética en cultivos de maíz, una población colectada en árbol de limón, árbol de la 
princesa y en césped en Estados Unidos, Puerto Rico, México, Brasil y Argentina. Estos 
autores observaron una mayor variabilidad genética dentro de las poblaciones de la polilla 
(66.7%) que entre poblaciones (33.8%), indicando que existe un alto flujo genético de S. 
frugiperda entre estos cultivos en  Estados Unidos. 
 
Uno de los grandes problemas que presentaron la mayoría de los trabajos mencionados con 
anterioridad a excepción de la investigación realizada por Prowell et al. (2004), radica en 
que ninguno se enfoca en la diferenciación de los biotipos de S. frugiperda previo a la 
realización de un análisis de estructura poblacional, por lo cual no pueden explicar 
claramente la diferenciación genética de esta especie dada la asociación a los cultivos de 
maíz y arroz principalmente. Otro de los problemas de éstos radica en que todos colectaron 
tanto larvas como adultos de esta polilla en diferentes cultivos lo cual dificulta establecer 
  
27 
una asociación a la planta hospedera, ya que los adultos presentan altas capacidades de 
dispersión enmascarando el cultivo de origen del individuo evaluado, puesto que las 
hembras ovipositan en una planta determinada, pero en etapa adulta estos individuos 
pueden desplazarse a grandes distancias. Este problema fue resuelto por Vélez-Arango et 
al. (2008) y Saldamando y Vélez-Arango (2010) en el departamento del Tolima, debido a 
que en lugar de adultos, estos autores colectaron larvas exclusivamente en los cultivos en 
los que este insecto, para así logar realizar un análisis de asociación a planta hospedera, 
más riguroso. 
 
2.4. AFLP como marcador molecular 
 
Los AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), son unos marcadores moleculares 
que consisten en la combinación de la técnica RFLP y PCR (Figura 2). Estos marcadores 
fueron desarrollados por Vos et al. (1995) y se caracterizan por generar una gran cantidad 
de loci en todo el genoma del organismo. Su fundamento se basa en la amplificación de 
fragmentos de restricción provenientes de fragmentos de ADN digeridos con las enzimas 
de restricción EcoRI y MseI, a los cuales se les adiciona unos adaptadores que sirven como 
base para una amplificación selectiva de fragmentos de ADN. Esta técnica genera entre 50-
100 fragmentos de restricción que son amplificados y visualizados en geles de 
poliacrilamida (Vos et  al. 1995; Prowell et al. 1996). Los AFLP proporcionan una muy 
poderosa técnica de ADN huella dactilar para ADN de cualquier origen o complejidad. 
(Vos et al. 1995) 
 
La técnica AFLP se compone de tres pasos: (i) digestión del ADN y la ligación de 
adaptadores oligonucleótidos, (ii) amplificación selectiva de fragmentos de restricción y 
(iii) análisis en gel de los fragmentos amplificados. La PCR de amplificación de 
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fragmentos restricción se logra con el uso de las secuencias de los adaptadores y sitios de 
restricción como sitios blancos para que se produzca la unión entre los adaptadores y estos 
sitios cohesivos. 
 
 
 
Fuente: Mueller y Wolfenbarger, 1999  
Figura 1. Marcadores AFLP. Principios de detección y fuentes de polimorfismo 
 
La amplificación selectiva se logra con el uso de cebadores que extienden los fragmentos 
de restricción, amplificando únicamente estos fragmentos en los cuales los cebadores de 
extensión marcan los nucleótidos contiguos a los sitios de restricción (Vos et al.1995).   
 
Dentro de las ventajas que presenta esta técnica se encuentra: a) capacidad de generar 
muchos loci amplificados en una sola reacción, b) alta reproductibilidad, c) exploración 
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rápida de polimorfismo de un genoma entero, d) no requiere información previa de la 
genética del organismo a evaluar, ya que las enzimas que utiliza son universales. Por otro 
lado esta técnica presenta las siguientes desventajas: a) representa marcadores dominantes, 
por lo cual no se puede diferenciar los individuos homocigotos dominantes (AA) de los 
heterocigotos (Aa), b) generan cantidades enormes de información por lo que requieren de 
un análisis automatizado, c) se agrupan con frecuencia en los centrómeros y telómeros de 
los cromosomas, d) son difíciles de estandarizar, y e) requieren de una excelente calidad de 
ADN (Vos et al.1995; McMichael y Prowell 1999; Clark et al. 2007). 
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3. HIPÓTESIS 
 
3.1. Hipótesis  
 
Ho: Los marcadores AFLP presentan un alto nivel de polimorfismo que permite estimar la 
variación genética de S. frugiperda en los departamentos de Córdoba, Meta y Valle del 
Cauca. 
  
Ho: Los marcadores AFLP no presentan un alto nivel de polimorfismo que permite estimar 
la variación genética de S. frugiperda en los departamentos de Córdoba, Meta y Valle del 
Cauca. 
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4. OBJETIVOS 
 
 
4.1. General  
 
Evaluar la utilidad de los marcadores AFLP para estimar la variabilidad genética de  
Spodoptera frugiperda  a partir de larvas colectadas en las principales regiones productoras 
de maíz, arroz, y algodón de Colombia (departamentos de Valle del Cauca, Meta, y 
Córdoba). 
 
4.2. Específicos 
 
 Analizar  3 combinaciones de cebadores de AFLP en larvas de S. frugiperda 
colectadas en los departamentos de Córdoba, Meta y Valle del Cauca. 
 
 Evaluar en S. frugiperda los marcadores AFLP para identificar variación genética 
de esta especie en los departamentos de Córdoba, Meta y Valle del Cauca y en los 
cultivos de maíz, algodón y arroz. 
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5. METODOLOGIA 
 
5.1 Materiales y Métodos 
 
5.1.1 Colecta de larvas 
 
Los muestreos de S. frugiperda consistieron en colectas al azar de larvas asociadas a los 
principales hospederos en cultivos de rotación: maíz, algodón y arroz,  en los 
departamentos de Córdoba, Meta y Valle del Cauca por Ingenieros Agrónomos de 
Corpoica. 
 
Posteriormente, las larvas de S. frugiperda fueron identificadas en el campo en el momento 
de colecta y después fueron determinadas taxonómicamente en la Unidad de Biotecnología 
Vegetal usando las claves basadas en su morfología dadas por Todd y Poole (1980).   
 
Tabla 2. Departamentos muestreados, número de larvas de S. frugiperda en cada cultivo. 
Número Departamento Cultivo 
10 Córdoba Algodón 
1 Córdoba Arroz 
4 Córdoba Maíz 
1 Valle del Cauca Arroz 
4 Valle del Cauca Algodón 
10 Meta Maíz 
11 Meta Arroz 
2 Tolima (Pie de cría) Biotipo arroz 
2 Tolima (Pie de cría) Biotipo maíz 
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5.1.2. Preservación de muestras 
 
Las larvas colectadas, se almacenaron en frascos con etanol al 70%, rotulados con sus 
respectivos datos de campo (coordenadas, sitio de colecta, fecha y hospedero); 
posteriormente, se enviaron al Laboratorio de Biotecnología Vegetal CIB-UNALMED 
(Corporación para Investigaciones Biológicas) y allí fueron lavadas con agua destilada, 
secadas a temperatura ambiente y guardadas en tubos eppendorf, éstos se codificaron para 
la organización de la base de datos  y se almacenaron a-70°C.  
 
5.1.3. Muestras evaluadas 
 
La evaluación  de los marcadores AFLP se realizó en un total de 41 individuos que 
provenientes de cultivos en los departamentos de Córdoba, Meta y Valle del Cauca (Tabla 
2). Adicionalmente, se incluyeron dos individuos del biotipo arroz y dos individuos del 
biotipo maíz. Estos biotipos provienen de un pie de cría mantenido en el insectario de la 
Universidad Nacional de Colombia desde Abril de 2009, los cuales fueron identificados 
con el uso de una PCR-RFLP del gen COI que utiliza la enzima de restricción MspI 
siguiendo el protocolo estandarizado por Vélez-Arango et al. (2008). Estos biotipos fueron 
utilizados para comparar el patrón de bandas producidas con los marcadores AFLP con las 
poblaciones naturales, con el fin de obtener una caracterización completa de ésta especie.  
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5.1.4. Extracción de ADN  
 
Se emplearon dos métodos de extracción de ADN de S. frugiperda con el fin de obtener 
una excelente calidad debido a la exigencia  de  la técnica AFLP, inicialmente se utilizó el 
método de extracción CTAB (Cetyl trimethyl ammonium bromide) (Sambrook  y Russell 
2001) y finalmente, se optó por utilizar el Kit de extracción DNeasy Blood and Tissue de 
Qiagen® con el cual se logró cumplir el objetivo. 
 
La extracción del ADN de S. frugiperda con el uso del Kit de Qiagen se basó en el 
siguiente procedimiento: se maceró la cabeza de la larva en 50 l del Buffer ATL luego se 
le agregó 130 l para completar un volumen de 180 l de buffer ATL. Posteriormente, se 
agregó 20 l de RNasa A (20mg/ml) y se incubó a 60ºC durante 1 hora, luego se le 
adicionó 20 l de proteinasa K (20mg/ml), se mezcló por medio de vórtex y se incubó a 
55ºC agitando cada media hora durante 3 horas y luego durante 15 segundos. Se adicionó 
200 l del buffer AL, se mezcló de nuevo por medio de vórtex y se incubó a 70ºC por 10 
minutos. Cada muestra fue centrifugada a 12.000rpm durante 15 minutos, el sobrenadante 
fue transferido a un nuevo tubo, y se le agregó 200 l de etanol absoluto, de nuevo el 
contenido fue mezclado mediante vórtex y su sobrenadante se transfirió a la columna del 
kit Qiagen® (Dneasy mini spin Colum) de 2 ml. Esta columna se colocó en un nuevo tubo 
eppendorf  de 1.5 l y se centrifugó a 8.000 rpm durante un minuto, se descartó el agua y la 
columna se colocó sobre otro tubo de 2 ml. Posteriormente, se le agregó a esta mezcla 
500 l de Buffer AW1 y se centrifugó 8.000 rpm durante un minuto, de nuevo se descartó 
el sobrenadante y la columna se ubicó en otro tubo de 2 ml, a ésta se le agregó 500 l del 
buffer AW2, se centrifugó a 14.000 rpm durante 3 minutos. Se descartó el agua y se colocó 
la columna en un tubo eppendorf de 1.5 l limpio, a éste tubo se le realizó una elución de 
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100 l de Buffer AE directamente en la membrana de la columna. Este paso se realizó dos 
veces. Finalmente, este tubo se dejó reposar durante 1 minuto a temperatura ambiente y 
luego se centrifugó a 8000 rpm durante 1 minuto. Las muestras fueron concentradas por 
medio de un speed vac. 
 
5.1.5 Cuantificación de ADN 
 
Para obtener perfiles de alta calidad que puedan ser comparados entre sí, es necesario partir 
de la misma concentración de ADN para todas las muestras. Así, una correcta 
cuantificación del ADN es de gran importancia para obtener resultados confiables (Clark et 
al. 2007).  
 
La cuantificación del ADN se realizó con el uso del ADN  500 µg  (Fermentas), su calidad 
y concentración se verificaron en un gel de agarosa al 0.8%, sembrando ADN  con 
diferentes concentraciones de 200ng/ l, 100ng/ l, 50ng/ l y 25ng/ l. Para evitar un sesgo 
en la lectura de la concentración, sólo se sembró 1 l de cada muestra de ADN de S. 
frugiperda  y del ADN  en el gel siguiendo el protocolo de Clark et al. (2007). 
 
5.2. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) 
 
La técnica AFLP implica tres pasos: (i) digestión enzimática de ADN genómico y 
ligamiento de adaptadores oligonucleótidos; (ii) amplificación selectiva de un subgrupo de 
los fragmentos resultantes de la restricción; y (iii) análisis genotípico de los fragmentos 
amplificados. 
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5.2.1 Optimización de la metodología AFLP 
 
La metodología AFLP se aplicó según el protocolo original de Vos et al. (1995) utilizando 
el Kit de Invitrogen AFLP® análisis System I, AFLP® Starter primer kit. Catálogo No 
10544-013 y 10483-014 Versión B. 2003. El protocolo de Vos et al. (1995) se diseñó para 
el uso de cebadores marcados con radioactividad y para la resolución de las bandas en 
geles de secuenciación, sin embargo en este estudio se consideró la identificación de 
marcadores AFLP mediante la tinción con Nitrato de plata (Bassam et al. 1991). 
 
5.2.2 Restricción y digestión del ADN genómico 
 
Se empleó la combinación clásica de endonucleasas  EcoRI/MseI  (Vos et al. 1995) de la 
casa comercial New England Biolabs, (NEB), debido a que tuvo una mayor efectividad 
(70%) en los cortes enzimáticos. 
 
5.2.3 Volumen de reacción en la Ligación de adaptadores. 
 
El volumen utilizado para cada reacción en la ligación de adaptadores fue disminuida a la 
mitad para ampliar el número de amplificaciones por individuo, más no por muestras. 
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5.2.4  Diluciones de los productos de digestión-ligación y preamplificación. 
 
Las diluciones empleadas para los productos de digestión-ligación fueron modificadas por 
1:5, tomando 5µl del producto digerido mezclado con 20µl del buffer TE. Igualmente se 
modificó la dilución de la preamplificación por 1:10, tomando 5µl del producto 
preamplificado, mezclado con 45µl del buffer TE del Kit AFLP de Invitrogen. 
 
5.2.5   Amplificación selectiva AFLP. 
 
Las amplificaciones selectivas fueron realizadas con base a cebadores estandarizados de 
AFLP en S. frugiperda basados en el trabajo de McMichael y Prowell (1999). Estos 
cebadores fueron: ECGA/MAGG, ECGC/MAAG y ECGC/MACA. 
 
5.3. Protocolo AFLP  
 
5.3.1 Digestión 
 
Entre 250 y 300ng de ADN genómico de S. frugiperda fue digerido utilizando dos unidades 
de cada una de las enzimas comerciales EcoRI y MseI (NEB) en un volumen de reacción de 
12.5µl que incluía: 2.5µl  de buffer 2x (NEB) que permite el 100% de actividad para ambas 
enzimas, 100µg/ml de BSA  (Bovine Serum Albumin) (NEB), en un volumen final de 
12.5µl. Las reacciones se incubaron a 37
o
C por 2 horas, seguido de un paso de inactivación 
de las enzimas a 70
o
C por 15 minutos y una incubación en hielo durante 15 minutos. 
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5.3.2 Ligación 
 
El ligamiento de los adaptadores sintéticos a los fragmentos de restricción se llevó a cabo 
durante 2 horas a 20
o
C añadiendo a los 12.5μl de solución de restricción, 12.5μl de una 
solución que contenía: 0.5μl de T4 DNA ligasa y 12μl de solución de ligación de 
adaptadores. Al finalizar la incubación se realizó una dilución 1:5 (Tabla 3). 
 
Tabla 3. Secuencias de los adaptadores para EcoRI y MseI 
Nombre del Adaptador Secuencia 
EcoRI Adaptador I 5´ CTCGTAGACTGCGTACC 3´ 
EcoRI Adaptador II 5´ CATCTGACGCATGGTTAA 3´ 
MseI Adaptador I 5´ GACGATGAGTCCTGAG 3´ 
MseI Adaptador II 5´ TACTCAGGACTCAT 3´ 
 
5.3.3  Amplificación 
 
La amplificación de los fragmentos de restricción se llevó a cabo en dos pasos: una primera 
preamplificación con cebadores que incluían una base selectiva y una segunda amplificación 
del preamplificado mediante cebadores con 3 bases selectivas. La mayoría de los protocolos 
incorporan estas amplificaciones en dos pasos para minimizar artefactos en el perfil AFLP de 
genomas complejos. 
 
i) Preamplificación. Se utilizaron cebadores complementarios a la secuencia del adaptador 
incluyendo un nucleótido selectivo (Tabla 4). Del producto de ligación diluido en buffer TE, 
se amplificaron 5μl en 23μl de un volumen de reacción que contenía: 20μl de una  mezcla de 
cebador preamp (Pre-amp primer mix, Invitrogen), 2.5μl de buffer de PCR 10X, 0.5μl de 
Taq polimerasa (Fermentas). El ADN molde se amplificó según el protocolo PCR de Vos et 
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al. (1995) siguiendo una desnaturalización inicial de 30s a 94
o
C, seguido de un anillamiento 
de oligos a 56
o
C por 1 minuto y una extensión de 1 minuto a 72
o
C, por 20 ciclos. Este paso 
de preamplificación proporciona una cantidad prácticamente ilimitada de ADN molde para 
las posteriores amplificaciones con pares de cebadores de tres bases selectivas. 
 
Tabla 4.  Secuencias de los cebadores EcoRI y MseI para la preamplificación 
Oligo Secuencia 
EcoRI-C 5´GATGAGTCCTGAGTAAC 3´ 
MseI-C 5´ GACTGCGTACCAATTC3´ 
 
ii) Amplificación. El ADN preamplificado a partir de cebadores EcoRI y MseI se usó como 
molde para las amplificaciones con cebadores MseI -CNN (N representa cualquiera de las 4 
bases posibles). Para realizar las amplificaciones selectivas, se sintetizaron los oligos en 
Gentech, Inc. con una secuencia base, una secuencia específica para cada enzima y una 
extensión selectiva de nucleótidos (Tabla 5). 
 
Tabla 5. Diseño de oligos para PCR selectiva (AFLP) 
Nombre del cebador Tipo de Cebador Secuencia (5'-3') 
ECGA +3 GACTGCGTACCAATTCCGA 
ECGC +3 GACTGCGTACCAATTCCGC 
MAGG +3 GATGAGTCCTGAGTAAAGG 
MAAG +3 GATGAGTCCTGAGTAAAAG 
MACA +3 GATGAGTCCTGAGTAAACA 
 
Del producto de ADN preamplificado diluido 1:10, se usaron 5μl para la amplificación 
selectiva en 20μl de un volumen de reacción que contenía: 1pmol/µl de cebador EcoRI; 
5pmol/µl de cebador MseI; 0,2 mM de dNTPs; buffer de PCR 10x (Kit AFLP, Invitrogen) y 
1U de Taq polimerasa (Fermentas). El ADN molde se amplificó según el protocolo de PCR 
de Vos et al. (1995) seguido de un ciclo de desnaturalización a 94
o
C por 30s, alineamiento 
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por 30s a 65
o
C, y una extensión a 72
 o
C por 60s; realizando 12 ciclos más seguido de una 
disminución –0.7oC por ciclo así: desnaturalización a 94oC por 30s, alineamiento por 30s a 
65
o
C, y una extensión por 1 min a 72
o
C; y finalmente  23 ciclos de desnaturalización a 94
o
C 
por 30s, alineamiento por 30s a 56
o
C y una extensión por 1 min a 72
o
C. 
Posteriormente, a cada muestra de ADN amplificada (20μl), se le adicionó 5ul de buffer de 
carga 2X (95% de formamida, 20mM de EDTA (0.5M, pH. 8.0), 0.05% de azul de 
bromofenol y 0.05% de Xilencianole). Posteriormente, 5μl de cada muestra se sirvieron en 
geles de poliacrilamida (poliacrilamida 6%, 7.5M de Urea y 1X de TBE) y todas las 
muestras se corrieron en una cámara de electroforesis vertical BioRad a 120Watts durante 2 
horas y 30 minutos. Los geles se tiñeron con Nitrato de plata siguiendo el protocolo descrito 
por Creste et al. (2001), con un paso inicial de fijación en una solución de ácido acético al 
10%, un lavado con agua destilada y tinción con una solución de nitrato de plata al 1.5% y 
formaldehído y el paso final de revelado con una solución de carbonato de sodio. 
Finalmente, los geles de poliacrilamida se escanearon para visualizar los perfiles de bandas  
producidas por las combinaciones de cebadores utilizadas en este trabajo.  
 
5.4 Análisis de datos AFLP. 
 
5.4.1 Criterios de identificación de bandas 
 
Los fragmentos visualizados en los geles de poliacrilamida fueron analizados en un rango 
entre 200 pb y 650 pb, donde la presencia del locus se tomó como (1) y ausencia (0) creando 
una matriz binaria para permitir la identificación de bandas polimórficas y realizar sus 
respectivos análisis. El cálculo de la frecuencia de un alelo de AFLP se origina de la 
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siguiente expresión: q = (1-p
2
)
0.5
, ya que la frecuencia del alelo recesivo es la base principal 
para el análisis de un marcador dominante, por lo cual la frecuencia de los genotipos se basa 
de la ausencia de las bandas, lo que representa el homocigoto recesivo q
2 
(Hartl y Clack 
1997) 
 
El tamaño de los fragmentos de AFLP fue estimado utilizando un marcador de peso 
molecular de 50pb (NEB). 
 
5.4.2 Estimación de las distancias genéticas de Dice 
 
Las distancias genéticas de Dice (Dice 1945), son ideales para trabajar marcadores 
moleculares dominantes debido a que promedia los valores de similitud por par de 
individuos mediante la siguiente ecuación: Sij= 2a / (2a+b+c); donde, Sij= similitud entre 
los individuos i y j; a= número de loci compartidos por i y j; b= número de loci presentes 
en i pero ausentes en j, y c= número de loci presentes en j pero ausentes en i (Rivera –
Jiménez et al. 2009). Las matrices de distancias de Dice fueron obtenidas para las 3 
combinaciones de cebadores AFLP con el uso del paquete estadístico Past 1.34 (Hammer 
et al. 2001). 
 
5.4.3. Análisis UPGMA cluster 
 
Una vez las distancias de Dice fueron calculadas, éstas se organizaron en una matriz de 
distancias, a las cuales se les removieron aquellas distancias que generaron valores de 0 
para todos los individuos, lo cual disminuyó el número de individuos evaluados para cada 
combinaciones de cebadores (C1: 29 individuos, C2 y C3: 31 Individuos respectivamente). 
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Posteriormente, para lograr visualizar la diferenciación genética entre las 45 muestras 
larvales de S. frugiperda con las combinaciones de cebadores, se utilizó el algoritmo 
UPGMA para la obtención de un árbol genético o dengrograma (Sneath y Sokal 1973). 
Este algoritmo se basa en el uso de las distancias promedio ponderadas entre OTUS 
(unidades taxonómicas operativas) que en este caso constituyen las distancias de Dice 
obtenidas para cada par de individuos comparado. El promedio ponderado es calculado a 
partir de la distancia dAB con la siguiente fórmula:       
 
Donde dAB =  Agrupaciones A y B 
dij=  distancia del taxón i al agrupamiento A y distancia del taxón j al agrupamiento B 
rs= número de taxa en los agrupamientos A y B. 
 
El dendrograma correspondiente a las tres combinaciones de cebadores de AFLP fue 
obtenido con el programa MEGA 4.0 (Tamura et al. 2007). 
 
5.4.5  Análisis de Varianza Molecular (AMOVA)  
 
El análisis de varianza molecular fue utilizado para evaluar la variación genética existente 
entre individuos pertenecientes a los cultivos de maíz y arroz del departamento de Meta, 
entre los cultivos de algodón y maíz del departamento de Córdoba y entre los 
departamentos de Meta y Córdoba, para ello se emplearon las matrices binarias de cada 
conjunto de datos a evaluar para las tres combinaciones de cebadores de AFLP. Este 
análisis fue escogido dado que permite la partición de la variación genética entre 
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poblaciones y regiones, además de la estimación del estadístico-F de Wright que mide la 
desviación de las frecuencias genotípicas mediante los parámetros FIS, FIT y FST.  
 
El AMOVA (Excoffier et al. 1992) utiliza el hecho de que una suma de cuadrados 
convencional (SS) puede escribirse como la suma de las diferencias al cuadrado entre 
todos los pares de observaciones. Por ello, es posible construir un análisis jerárquico de la 
varianza (molecular) directamente a partir de las diferencias al cuadrado entre todos los 
pares de genotipos (Tabla 6). Este análisis  fue realizado en el paquete estadístico Genalex 
6.2 (Peakall y Smose 2006). 
 
Tabla 6. Análisis de Varianza Molecular (AMOVA). 
Fuente de Variación gl SSD MSD E(MSD) 
Entre poblaciones P - 1 SSD(AP) SSD(AP)/(P - 1) σ2w + n’ σ
2
a 
Entre genes dentro de 
poblaciones 
2N - P SSD(WP) SSD(WP)/(2N – P) σ2w 
Total 2N - 1 SSD(T)   
P es el número de poblaciones muestreadas, Ni es el tamaño de cada muestra y N = ∑ Ni es el número total de individuos. gl: grados de 
libertad, SSD: desviación de la suma de cuadrados, MSD: media de la desviación de los cuadrados, E(MSD): media esperada de la 
desviación de los cuadrados. 
 
En el caso del ΦST cada genotipo i es tratado como un vector de un estado alelico ai, de 
dimensión igual al número de loci considerados (m), entonces ai = [ai1, ai2, ai3 …aim]’. ΦST 
es obtenido como el cociente de la varianza estimada debido a diferencias entre las 
poblaciones (σ2a) sobre la varianza total estimada (σ
2
 = σ2a + σ
2
w) (Michalakis y Excoffier 
1996, Peakall y Smouse 2006):  
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El ΦST, en términos de las desviaciones de la suma de cuadrados (SSDS) se define de la 
siguiente forma (Michalakis y Excoffier 1996): 
 
 
 
donde b es igual a n’(P – 1), y n’ es igual a: 
 
 
 
la desviación de la suma de cuadrados (SSD) es la función de los vectores haplotípicos: 
 
 
 
 
donde N es el tamaño de la muestra que se está analizando y ij
2
 es una distancia 
Euclidiana ajustada entre los genotipos i y j definidos como: 
 
 
 
siendo W  una matriz de m x m que permite que se observen las interacciones entre loci. Si 
los loci se asumen como independientes y se les da igual peso, W es la matriz de identidad 
I, donde: 
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Bajo este supuesto de independencia entre locus, la desviación de la suma de cuadrados 
puede dividirse en componentes de locus simples (m): 
 
 
 
que es igual a: 
 
 
El AMOVA considera entonces a cada locus como independiente dado que W = I 
(Michalakis y Excoffier 1996). 
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6. RESULTADOS 
 
6.1 Extracción y  cuantificación del ADN genómico 
 
La extracción del ADN realizada con el método CTAB (Sambrook y Russell 2001) en 174 
larvas de S. frugiperda fue eficiente sólo en el 10% de las muestras amplificadas con el 
marcador AFLP, esto posiblemente debido a la baja calidad del ADN obtenido el cual 
limitó las digestiones con las enzimas EcoRI  y MseI (Figura 2).  
 
 
Figura 2. Extracción de ADN de muestras larvales de S. frugiperda a partir de últimos segmentos del cuerpo 
obtenidos con el método CTAB.  
 
Con el Kit de Qiagen, se extrajo el ADN a 137 muestras larvales  nuevas diferentes a las  
muestras utilizadas para el método CTAB. Aquellas muestras de ADN que fueron 
extraídas con el kit de Qiagen, fueron utilizadas para la estandarización de los marcadores 
AFLP. Esto se realizó para evitar la obtención de amplificaciones diferenciales entre las 
muestras de ADN extraídas con CTAB y con el kit dadas las diferencias en calidad de 
ADN.   
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El método de extracción de ADN empleado tuvo algunas modificaciones del protocolo de 
extracción original para lograr la obtención de ADN de óptima calidad, entre ellas la 
utilización de la cabeza de la larva en vez de los segmentos posteriores del abdomen como 
lo estandarizado por Vélez-Arango et al. (2008). Esto se realizó con el fin de evitar la 
contaminación del ADN con las enterobacterias presentes en el intestino del individuo. 
Otro paso incluido en el protocolo fue la maceración de la cabeza  para ayudar en la lisis de 
tejidos, debido a la composición de quitina que presenta la cabeza del insecto (Figura 3). 
Con este método se logró obtener mejores resultados en calidad y cantidad de ADN para 
realizar  AFLP. 
 
  
Figura 3. Extracción de ADN de muestras larvales de S. frugiperda a partir de cabeza y últimos segmentos 
del cuerpo obtenidos con el método de extracción del kit Qiagen.  
 
Las concentraciones de ADN fueron muy variadas dependiendo del estado y/o del tiempo 
de conservación y preservación de la larva y del instar (tamaño), en promedio las 
concentraciones obtenidas estuvieron entre los 25ng/µl y 100 ng/µl.  
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6.2  Estandarización de AFLP. 
 
El procedimiento de AFLP fue completado en cuatro pasos básicos: 1) Digestión del ADN, 
2) Ligación, 3) pre-amplificación y 4) amplificación selectiva del producto preamplificado. 
 
6.2.1 Digestión de ADN.  
 
Las muestras de ADN fueron digeridas con una enzima de restricción EcoRI  [New 
England Biolabs Ltd.(NEB), Ontario, Canada], que produce pocos cortes en el ADN 
generando fragmentos más largos a diferencia de la segunda enzima de restricción 
utilizada, MseI (NEB), que produce cortes muy frecuentes  con fragmentos más pequeños 
(Figura 4) 
 
Figura 4. Digestión de ADN con enzimas de restricción EcoRI y MseI de muestras larvales de S. frugiperda 
obtenidas a partir del ADN extraído con el kit de extracción Qiagen. 
 
 
Los productos de digestión fueron observados en gel de agarosa al 2% a 70V durante 30 
minutos, donde los fragmentos digeridos con ambas enzimas de restricción (EcoRI / MseI) 
presentan  un peso  molecular alrededor de 50 pares de bases. 
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6.2.2. Ligación de adaptadores al ADN de S. frugiperda 
 
Los oligo-adaptadores fueron mezclados al producto de digestión  con una mezcla de 
buffer de enzima T4 y la enzima T4 ADN ligasa (Kit AFLP Invitrogen). En este paso el 
producto de ligación no fue verificado en gel de agarosa. 
 
6.2.3. Preamplificación.  
 
La preamplificación permite la amplificación selectiva del ADN que tienen ligados un 
adaptador al final de ambas terminaciones. En la figura 5 se observa un gel de agarosa al 
2% a 70V durante 40 minutos.  Los productos de esta PCR fueron diluidos 1:10 para la 
realización del siguiente paso que requiere la técnica  AFLP. 
 
 
Figura 5. Preamplificación de ADN de muestras larvales de S. frugiperda obtenidas con el método del kit de 
extracción y kit de AFLP. 
 
6.2.4. Amplificación selectiva.  
 
Para la selección de cebadores selectivos, se utilizaron inicialmente 5 pares de cebadores  
1. (ECGA/MAGG) 2. (ECGC/MACA) 3. (ECGA/MACG)  4. (ECGC/MAAG)  5. 
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(ECGC/MACA) de los cuales las combinaciones 4 y 5 no fueron incluidas debido a que no 
presentaron un patrón de bandas fácilmente identificables en el gel de poliacrilamida y por 
tal razón estas no fueron analizadas en una muestra de larvas más amplia colectadas en los 
departamentos de Valle del cauca, Meta y Córdoba. Las muestras amplificadas fueron 
verificadas en gel de agarosa al 2%, antes de realizar los geles de poliacrilamida (Figura 6).     
 
 
Figura 6. Amplificación de ADN de muestras larvales de S. frugiperda obtenidas con el método del kit de 
extracción y kit de AFLP. Observación en gel de agarosa al 2% 
 
6.2.5 Electroforesis en gel de poliacrilamida. 
 
Para la realización de esta electroforesis en las muestras de ADN amplificadas de S. 
frugiperda, se seleccionaron aquellas muestras que presentaron un patrón de amplificación 
visible en el paso anterior. Una vez las muestras fueron escogidas, 5 μl de cada una de ellas 
fue servida en un gel de poliacrilamida al 6%  ubicado en una cámara vertical a la cual se 
le dejo realizar el corrido por 120 watts durante 2 horas y 30 minutos.  
Las bandas electroforéticas fueron visualizadas mediante la tinción con plata (Bassam et 
al. 1991) como se observa en la figura 7.  
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Figura 7. Amplificación de ADN de muestras larvales de S. frugiperda obtenidas con el método del kit de 
extracción y kit de AFLP. Separación de bandas en gel de poliacrilamida al 6% 
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6.3 Combinaciones de cebadores escogidos. 
 
La caracterización molecular de S. frugiperda en este trabajo se basó en el uso de tres 
combinaciones de cebadores de AFLP que dieron origen a 101 loci polimórficos en las 45 
muestras analizadas. Estos loci fueron detectados entre un rango de tamaño de 650 y 200 
pares de bases y su peso molecular fue estimado por medio del uso de un marcador de 
50pb (NEB). 
 
6.4. Polimorfismo y frecuencia de Loci  identificados de AFLP en S. frugiperda 
 
La Tabla 7 muestra que las 3 combinaciones de cebadores (1.ECGA/MAGG,                           
2. ECGC/MACA, 3. ECGA/MACG) de AFLP en S. frugiperda produjeron un número 
similar de loci polimórficos (entre 33 y 34), siendo la combinación 2, la menos 
polimórfica. Ninguna de las combinaciones de cebadores produjo bandas o genotipos con 
frecuencias superiores al 40%, indicando que las poblaciones de  S. frugiperda asociadas a 
los cultivos de maíz, arroz y algodón de los departamentos de Córdoba, Meta y Valle del 
Cauca, presentan una alta variabilidad genética. 
 
Por otro lado, en la tabla 8 tambien se logra observar que el mayor número de loci 
amplificado se produjo para la combinacion 3 seguida de la combinación 1 y la 
combinación 2, ya que el promedio total de loci amplificados para estas combinaciónes es 
de 7.8, 7.1 y 4.6 respectivamente.  
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Adicionalmente, la tabla 8 muestra el número total de loci encontrados para cada 
departamento y cultivo de S. frugiperda genotipificados con el uso de (tres combinaciones 
de cebadores) AFLP en la que se observa que existe un número de 1 a 45 loci polimórficos 
en los cultivos de algodón, arroz y maíz analizados. Debido a que los departamentos de 
Meta y Córdoba incluyeron más especímenes, estas dos localidades representan mejor la 
variación genética de S. frugiperda para los cultivos de maíz y arroz genotipificados en 
ellas.  Estos dos departamentos muestran que el número de loci polimórficos fue más alto 
para el cultivo de algodón del Valle del Cauca  ( 27.33 ± 2.08), seguido del cultivo de 
arroz de Meta   ( 22.09 ± 15.33) y el cultivo de maíz de Córdoba ( 19.75 ± 13.60). Estos 
resultados son observaciones preliminares a un trabajo que se realizará en el futuro sobre 
genética de poblaciones de este insecto en estas localidades.  
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Tabla 7. Representación de la presencia y ausencia de los 101 loci encontrados en S. frugiperda de los 
departamentos de Córdoba, Meta y Valle del Cauca 
 
Comb 1 Comb 2 Comb 3 
Locus Presencia Ausencia Locus Presencia Ausencia Locus Presencia Ausencia 
1 0,21 0,79 34 0,18 0,82 68 0,23 0,77 
2 0,30 0,70 35 0,20 0,80 69 0,23 0,77 
3 0,35 0,65 36 0,36 0,64 70 0,27 0,73 
4 0,37 0,63 37 0,22 0,78 71 0,20 0,80 
5 0,40 0,60 38 0,36 0,64 72 0,45 0,55 
6 0,33 0,67 39 0,20 0,80 73 0,32 0,68 
7 0,30 0,70 40 0,31 0,69 74 0,20 0,80 
8 0,40 0,60 41 0,24 0,76 75 0,25 0,75 
9 0,21 0,79 42 0,33 0,67 76 0,25 0,75 
10 0,40 0,60 43 0,31 0,69 77 0,30 0,70 
11 0,30 0,70 44 0,29 0,71 78 0,20 0,80 
12 0,12 0,88 45 0,20 0,80 79 0,25 0,75 
13 0,28 0,72 46 0,27 0,73 80 0,30 0,70 
14 0,40 0,60 47 0,22 0,78 81 0,23 0,77 
15 0,37 0,63 48 0,20 0,80 82 0,25 0,75 
16 0,28 0,72 49 0,22 0,78 83 0,30 0,70 
17 0,37 0,63 50 0,20 0,80 84 0,25 0,75 
18 0,02 0,98 51 0,18 0,82 85 0,23 0,77 
19 0,28 0,72 52 0,16 0,84 86 0,25 0,75 
20 0,23 0,77 53 0,16 0,84 87 0,25 0,75 
21 0,12 0,88 54 0,24 0,76 88 0,20 0,80 
22 0,33 0,67 55 0,20 0,80 89 0,16 0,84 
23 0,16 0,84 56 0,29 0,71 90 0,34 0,66 
24 0,19 0,81 57 0,11 0,89 91 0,18 0,82 
25 0,28 0,72 58 0,13 0,87 92 0,25 0,75 
26 0,19 0,81 59 0,09 0,91 93 0,18 0,82 
27 0,09 0,91 60 0,11 0,89 94 0,16 0,84 
28 0,09 0,91 61 0,07 0,93 95 0,18 0,82 
29 0,14 0,86 62 0,04 0,96 96 0,07 0,93 
30 0,02 0,98 63 0,04 0,96 97 0,18 0,82 
31 0,12 0,88 64 0,04 0,96 98 0,05 0,95 
32 0,05 0,95 65 0,07 0,93 99 0,05 0,95 
33 0,02 0,98 66 0,04 0,96 100 0,02 0,98 
      67 0,02 0,98 101 0,02 0,98 
Número de individuos 44   45   45  
Número loci 33     34     34   
 
 
 
 
 
  
Tabla 8. Variación genética de los AFLP encontrados en los departamentos de Córdoba, Meta y Valle del Cauca de S. frugiperda 
    Numero loci por individuo     
Número Número de individuo Departamento Cultivo Comb 1 Comb 2 Comb 3 Total Promedio/ depat y cultivo SD 
1 546 Córdoba Algodón 8 1 9 18 17,20 7,38 
2 547 Córdoba Algodón 10 5 8 23   
3 552 Córdoba Algodón 9 10 0 19   
4 553 Córdoba Algodón 0 1 1 2   
5 557 Córdoba Algodón 8 6 9 23   
6 558 Córdoba Algodón 9 5 7 21   
7 561 Córdoba Algodón 10 1 11 22   
8 563 Córdoba Algodón 14 0 8 22   
9 565 Córdoba Algodón 8 1 7 16   
10 579 Córdoba Algodón No se amplifico 6 0 6   
Promedio de loci por combinación     8,4 3,6 6,0     
1 768 Córdoba Arroz 21 0 6 27 27,00 0,00 
1 819 Córdoba Maíz 7 0 0 7 19,75 13,60 
2 823 Córdoba Maíz 16 7 16 39   
3 852 Córdoba Maíz 10 0 6 16   
4 862 Córdoba Maíz 3 8 6 17   
Promedio de loci por combinación     9 3,75 7     
1 1018 Valle Cauca Arroz 5 0 10 15 15,00 0,00 
2 1062 Valle Cauca Algodón 12 0 17 29 27,33 2,08 
3 1074 Valle Cauca Algodón 10 6 12 28   
4 1083 Valle Cauca Algodón 10 4 11 25   
Promedio de loci por combinación     10,7 3,3 13,3     
1 1237 Meta Maíz 6 17 2 25 15,30 10,95 
2 1239 Meta Maíz 5 3 8 16   
3 1243 Meta Maíz 11 0 4 15   
4 1244 Meta Maíz 1 7 15 23   
5 1245 Meta Maíz 8 9 8 25   
6 1248 Meta Maíz 0 0 0 0   
7 1258 Meta Maíz 9 1 16 26   
8 1261 Meta Maíz 0 0 0 0   
9 1266 Meta Maíz 6 0 16 22   
10 1282 Meta Maíz 0 1 0 1   
Promedio de loci por combinación     4,6 3,8 6,9     
1 1415 Meta Arroz 10 7 19 36 22,09 15,33 
2 1418 Meta Arroz 0 0 0 0   
3 1419 Meta Arroz 3 22 13 38   
4 1444 Meta Arroz 0 5 4 9   
5 1456 Meta Arroz 3 0 8 11   
6 1459 Meta Arroz 14 7 15 36   
7 1462 Meta Arroz 1 10 7 18   
8 1466 Meta Arroz 17 16 12 45   
9 1482 Meta Arroz 8 10 12 30   
10 1495 Meta Arroz 1 0 5 6   
11 1498 Meta Arroz 3 9 2 14   
Promedio de loci por combinación     5,5 7,8 8,8     
Promedio total de loci por combinación   7.1 4.6 7.8       
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6.5. Distancia de Dice y dendrogramas obtenidos con UPGMA 
 
Los resultados obtenidos con las distancias del índice de Dice para todas las 
combinaciones de cebadores ECGA/MAGG, ECGC/MAAG, ECGC/MACA de AFLP 
(Figura 8) en general, evidencia alguna tendencia de agrupamiento de los individuos 
genotipificados del Meta provenientes de los cultivos de maíz y arroz, ya que se forma 
una agrupación de 11 individuos colectados en el cultivo de arroz, 5 individuos del 
cultivo de maíz y los dos individuos obtenidos del pie de cría del insectario. No 
obstante, esta tendencia no se encontró para los otros departamentos analizados ni por 
cultivo ni por localidad, indicando que estos marcadores no pueden ser utilizados como 
diagnóstico para la identificación de los biotipos de S. frugiperda, a diferencia de los 
marcadores PCR-RFLP del gen COI y la PCR del gen FR, utilizados por Vélez-Arango 
(2009). 
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Figura 8. Dendrograma basado en la distancia genética de Dice y el algoritmo UPGMA para las 3 
combinaciones de cebadores (C1: ECGA/MAGG, C2: ECGC/MAAG, C3: ECGC/MACA) de AFLP.  
CAL: Córdoba-algodón, CMZ: Córdoba-maíz, CAZ: Córdoba-arroz, MAZ: Meta-arroz, MMZ: Meta-
maíz, VAL: Valle del Cauca-algodón y VAZ: Valle del Cauca-arroz.  Arroz,  Maíz,  Algodón. 
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6.6 Análisis de Varianza Molecular (AMOVA) de los AFLP en S. frugiperda 
 
El Análisis de Varianza Molecular (AMOVA) mostró que para los cultivos de maíz y 
arroz del departamento de Meta no se presentó diferenciación genética en las 
poblaciones, debido a que el valor de PhiPT obtenido entre cultivos fue de 0.012 con 
valores de significancia de p= 0,2601 (Tabla 9). El porcentaje de variación dentro de las 
poblaciones fue mayor (99%) que la variación encontrada entre las poblaciones (1%). 
Similarmente, al analizar solo los cultivos de maíz y algodón del departamento de 
Córdoba se halló un valor PhiPT negativo de -0.024 con valor p= 0.696 (Tabla 10) y un 
porcentaje de variación mayor dentro (100%) que entre los cultivos. Para el análisis de 
los departamentos de Córdoba y Meta y sus cultivos, el porcentaje de variación es 
mayor dentro (98%) que entre (2%) (Tabla 11) con un valor PhiPT de 0.017 y un valor 
de significancia de p= 0.130 el cual no fue significativo para ninguno de los análisis 
realizados. De acuerdo con Excoffier et al. (1992), los valores de fijación Fst descrito 
por Wright (1978), se puede concluir que el nivel de estructuración genética obtenido 
con estos marcadores AFLP no es significativo para las poblaciones evaluadas por lo 
cual en este trabajo no se encontró diferencias genéticas significativas de S. frugiperda 
entre cultivos ni entre orígenes geográficos a pesar de la distancia geográfica o las 
posibles barreras como las cordilleras. Estos resultados sugieren la necesidad de analizar 
un mayor número de muestras larvales para establecer un análisis de estructura 
poblacional de la especie más riguroso. 
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Tabla 9. Análisis de Varianza molecular (AMOVA)  para el departamento de Meta, dentro y entre los 
cultivos maíz y arroz. 
Fuente de 
Variación 
gl
 
SSD MSD E(MSD) % Estadístico Valor Prob 
Entre Pob. 1 16.143 16.143 0.170 1%    
Dentro Pob. 19 272.809 14.358 14.358 99% PhiPT 0.012 0.2601 
Total 20 288.952  14.529 100%    
 
 
Tabla 10. Análisis de Varianza molecular (AMOVA) para el departamento de Córdoba, dentro y entre los 
cultivos maíz y algodón. 
Fuente de 
Variación 
gl
 
SSD MSD E(MSD) % Estadístico Valor Prob 
Entre Pob. 1 12.425 12.425 0.000 0%    
Dentro Pob. 11 156.806 14.255 14.255 100% PhiPT -0.024 0.696 
Total 12 169.231  14.255 100%    
 
 
Tabla 11. Análisis de Varianza molecular (AMOVA) entre y dentro de los departamentos de Córdoba y 
Meta y  los cultivos maíz, arroz y algodón. 
Fuente de 
Variación 
gl
 
SSD MSD E(MSD) % Estadístico Valor Prob 
Entre Pob. 3 48.741 16.247 0.246 2%    
Dentro Pob. 31 439.259 14.170 14.170 98% PhiPT 0.017 0.130 
Total 34 488.000  14.415 100%    
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7. DISCUSIÓN 
 
Los resultados más relevantes de este trabajo indican un alto nivel de polimorfismo de 
los marcadores AFLP, los cuales permitieron estimar la variabilidad y el flujo genético 
de S. frugiperda entre cultivos y orígenes geográficos. Desde el punto de vista técnico, 
los mejores resultados se obtuvieron utilizando kits comerciales para la extracción y la 
realización de AFLPs. 
 
La extracción del ADN genómico con el kit de Qiagen, se realizó en diferentes partes de 
la larva para lograr obtener una mejor calidad de ADN, por ello se utilizó la cabeza del 
individuo, sin embargo, inicialmente cuando se extrajo ADN con el protocolo CTAB, 
sólo se emplearon los dos últimos segmentos de la larva, y nunca se realizó el ensayo 
con la cabeza, con lo cual también se podría obtener mejores resultados. 
 
Se logró estandarizar la técnica utilizando las enzimas de restricción de New England 
Biolabs, dado que por su alta concentración alcanzan para digerir un gran número de 
muestras a bajos costos, sin embargo, las enzimas del Kit AFLP de Invitrogen en este 
estudio funcionaron muy bien.  
 
De las 3 combinaciones de cebadores evaluadas, la 1 (ECGA/MAGG) y la 3 
(ECGC/MACA) mostraron un buen número de loci por individuo, lo que amerita seguir 
utilizándolos en estudios genético-poblacionales 
 
Cabe resaltar que aunque el número de muestras evaluadas fue un bajo para realizar un 
análisis de estructura genética, se encontró un gran número de loci (101) en una región 
del gel de poliacrilamida restringida a un área entre 650 a 200 pb. Este alto número de 
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loci permite realizar un análisis preliminar de genética poblacional de las poblaciones de 
S. frugiperda, por ello permitió detectar una gran variabilidad genética dentro de cada 
individuo, sugiriendo que esta técnica es confiable para realizar un análisis de estructura 
genética en futuros trabajos en los que se incluya un mayor número de muestras larvales 
por departamento y cultivo. Los resultados de este trabajo complementan los análisis 
obtenidos por Saldamando y Vélez-Arango (2010), debido a que los marcadores 
utilizados en su estudio, no permitieron evaluar la variabilidad genética al interior de las 
poblaciones de los biotipos analizadas. Sin embargo, si permitieron identificar los 
biotipos de esta especie, lo cual no se puede determinar con los marcadores AFLP.  
 
La diversidad genotípica y la evaluación de la estructura genética de esta especie ha sido 
demostrada en diversos estudios con este insecto por autores como McMichael y 
Prowell 1999; Busato et al. (2004); Clark et al. (2007) y Martinelli et al. (2007) lo que 
refleja la validez y la vigencia de esta técnica. Este es el primer estudio de variación 
genética de S. frugiperda utilizando esta técnica en Colombia y este trabajo dará origen 
a una investigación futura sobre la genética de poblaciones de esta polilla en este país. 
Es importante resaltar que en un trabajo previo realizado por Salinas-Hernández y 
Saldamando-Benjumea (2010, en prensa), las autoras encontraron con un análisis de 
varianza molecular (AMOVA) que los haplotipos de S. frugiperda genotipificados con 
el gen COI de la mitocondria, mostraron tener una gran diferenciación genética entre las 
poblaciones de Estados Unidos y las de Colombia, con valores de Fst significativos 
(Fst= 0.7681, P  0.001).  Ellas sugieren que el manejo integrado de plagas en 
Colombia no debe ser aplicado de la misma manera como se realiza en otros países, 
principalmente Estados Unidos. Por diferencias en origen geográfico, ecológicas, 
agronómicas y climáticas, dado que Colombia se presentan temperaturas tropicales sin 
estaciones a diferencia de Estados Unidos.      
  
62 
El porcentaje de variación genética encontrada dentro de las poblaciones analizadas en 
este trabajo, coincide con los resultados encontrados en otros estudios en poblaciones de 
S. frugiperda, por ejemplo en el caso de McMichael y Prowell (1999) en Estados 
Unidos, ya que estos autores encontraron mayor variación genética dentro de las 
poblaciones de biotipos (76%) que entre las poblaciones de biotipos (24%).  
Adicionalmente,  Busato et al. (2004) detectaron la mayor diversidad genética dentro de 
las poblaciones de S. frugiperda (66.8%) y sólo el 5% entre las poblaciones de Brasil. 
Ellos evaluaron en total 40 larvas colectadas en cultivos de maíz y arroz,  con valores 
significativos de Fst (0.12).  Este trabajo ha sido el único que ha tenido en cuenta la 
realización de análisis de poblaciones de este insecto en los cultivos de maíz y arroz, por 
lo cual la estructura genética encontrada por ellos, fue atribuida a la existencia de los 
biotipos de S. frugiperda en Brasil. Clark et al. (2007) también estudiaron poblaciones 
de S. frugiperda en un amplio rango geográfico, utilizando colectas de Brasil, Estados 
Unidos y Argentina. Estos autores, encontraron mayor variación genética dentro de las 
poblaciones norteamericanas analizadas en cultivos de maíz y algodón (66.72%) que 
entre las poblaciones (33.28%) con valores significativos de Gst de  (0.4357) y Fst de 
(0.2911). Ellos explican estos valores de Fst dada la separación geográfica de las 
poblaciones de este insecto en estos países, mas no tienen en cuenta la existencia de los 
biotipos de S. frugiperda.  
Además, en poblaciones de S. frugiperda de Brasil colectadas en maíz y algodón,  
Martinelli et al. (2007) encontraron un 67.81% de la variación genética dentro de las 
poblaciones y el 32.19% de la variación entre las poblaciones. Estos autores también 
evaluaron poblaciones de este insecto de Argentina y al analizar la variación genética en 
conjunto con las poblaciones de Brasil encontraron mayor variación genética dentro de 
las poblaciones (64.62%) que entre ellas (28.37%)  con valores significativos análogos 
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al Fst ( ST) de (0.3538).  Estos altos valores de Fst pueden ser explicados por la 
separación geográfica de las poblaciones evaluadas, ya que de nuevo estos autores no 
tuvieron en cuenta la existencia de los biotipos de esta polilla para analizar el efecto de 
la asociación de éstos a sus plantas hospederas.  
 
Es importante mencionar que una de las grandes diferencias de esta tesis y el trabajo 
con AFLP realizado por McMichael y Prowell (1999) radica en que ellos escogieron 
patrones de bandas electroforéticas diagnósticas de cada biotipo de S. frugiperda, 
mientras que en este trabajo se seleccionaron las bandas electroforéticas sin considerar 
el origen por departamento o el cultivo. Esto se hizo con el fin de obtener una 
herramienta que permita en el futuro, evaluar el flujo genético dentro y entre biotipos de 
Colombia.  
 
Groot et al. (2010) realizaron una secuenciación de poblaciones de S. frugiperda con 
una región del gen mitocondrial (16S-ND1) y encontraron una gran variabilidad 
genética entre sus poblaciones. Ellos lograron diferenciar los individuos genotipificados 
como biotipo maíz y biotipo de arroz y explican sus resultados, comparando los 
resultados obtenidos por McMichael y Prowell (1999) y Busato et al. (2004) en los que 
ambos investigadores evaluaron los AFLP para estudiar poblaciones de S. frugiperda  y 
encontraron que solamente el 1 % del genoma nuclear presenta alelos fijos para un 
biotipo o para el otro, lo cual corrobora los resultados obtenidos en este trabajo, ya que 
en él, no se encontraron alelos fijos para ninguno de los 101 loci analizados con tres 
combinaciones de cebadores de AFLP en los 45 individuos estudiados.  Cabe anotar que 
el genoma nuclear sufre fenómenos de recombinación. Esta recombinación puede 
ocurrir entre los genes de un individuo durante la meiosis en el crossing over, por lo 
cual puede ocurrir dentro de los individuos de S. frugiperda colectados en maíz, 
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algodón y sorgo. Sin embargo, la recombinación también se puede dar entre individuos 
de S. frugiperda colectados en maíz y colectados en arroz, que pueden hibridar y el 
material genético de un individuo puede sufrir de introgresión sobre el otro. Esta 
introgresión solo puede producirse en el genoma nuclear y por ello se encontró una 
mayor variación genética en los AFLP evaluados en este estudio. 
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8. CONCLUSIONES 
 
 
 Los marcadores AFLP en S. frugiperda  mostraron tener una alta variabilidad 
genética, lo cual los hace útiles para un futuro estudio de la especie en genética de 
poblaciones. Sin embargo, para realizar este análisis se requiere un mayor número 
de muestras por departamento y su respectivo cultivo, debido que en este trabajo se 
obtuvo información de todo el genoma de pocos insectos más no de sus poblaciones 
naturales. 
 
 Se encontró que las extracciones de ADN realizadas con la cabeza de S. frugiperda  
y el kit de extracción Qiagen funcionaron mejor para realizar las amplificaciones de 
ADN con los marcadores AFLP dado que producen una muy buena calidad del 
ADN. 
 
 Las tres combinaciones de cebadores utilizadas en este trabajo produjeron 101 loci 
polimorficos de AFLP en S. frugiperda  los cuales fueron reconocidos en un rango 
de  200 a 650 pares de bases. 
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9. PERSPECTIVAS 
 
A partir de los resultados de esta investigación, surgen diversas líneas de interés para 
desarrollar en futuros proyectos, tales como: 
 
1. La ampliación de este trabajo, evaluando la estructura genética de las 
poblaciones de Spodoptera frugiperda, incorporando el departamento del 
Tolima y ampliando el  número  de muestras, por cultivo y por departamento. 
 
2.  Llevar a cabo la identificación de los biotipos de S. frugiperda en un futuro 
trabajo, en el que se utilizarán los marcadores moleculares diagnóstico 
estandarizados por Vélez-Arango et al. (2008), para genotipificar los individuos 
ya evaluados con los AFLP de los departamentos de Córdoba, Meta, Tolima y 
Valle del Cauca. Estoermitirá estimar el flujo genético dentro y entre biotipos.  
 
3. Debido a que los marcadores AFLP son dominantes, es decir, no permiten 
diferenciar los individuos homocigotos de los heterocigotos, en futuros trabajos 
es recomendable utilizar el marcador molecular codominante  microsatélites, con 
el fin de evaluar la diversidad genética dentro de las poblaciones, para así 
estimar las heterocigocidades observadas de cada población natural de S.  
frugiperda colectadas en campo. 
 
4. Es recomendable la aplicación de la morfometría geométrica, como una 
herramienta alternativa para la diferenciación de los biotipos de S. frugiperda de 
poblaciones mantenidas en el laboratorio y de poblaciones naturales, ya que 
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estructuras como las alas de una especie como ésta, permite una fácil 
identificación de puntos de referencia que podrían proporcionar información útil 
para discriminar ambas poblaciones sin necesidad de recurrir a marcadores 
moleculares.  
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11. APENDICE 
 
Apéndice 1. Distancias genéticas estimadas con el índice de Dice para las 3 combinaciones de cebadores (C1: ECGA/MAGG, C2: ECGC/MAAG, C3: 
ECGC/MACA) de AFLP en S. frugiperda  
[546CA] [547CA] [552CA] [553CA] [557CA] [558CA] [561CA] [563CA] [565CA] [768CAZ] [819CMZ] [823CMZ] [852CMZ] [862CMZ] [1018VCAZ] [1062VCAL] [1074VCAL] [1083VCAL] [1237MMZ] [1239MMZ] [1243MMZ] [1244MMZ] [1245MMZ] [1248MMZ] [1258MMZ] [1261MMZ] [1266MMZ] [1282MMZ] [1415MAZ] [1418MAZ] [1419MAZ] [1444MAZ] [1456MAZ] [1459MAZ] [1462MAZ] [1466MAZ] [1482MAZ] [1495MAZ] [1498MAZ] [1AZ] [1MZ] [2MZ] [3AZ]
[546CA]
[547CA] 0.2
[552CA] 0.16667 0.095238
[553CA] 0.10526 0.08 0
[557CA] 0.25 0.26087 0.2381 0.08
[558CA] 0.26316 0.18182 0.15 0.17391 0.22727
[561CA] 0.35897 0.35556 0.19512 0.083333 0.22222 0.27907
[563CA] 0.35897 0.4 0.34146 0.083333 0.4 0.18605 0.31818
[565CA] 0.24242 0.5641 0.17143 0 0.25641 0.16216 0.42105 0.21053
[768CAZ] 0.27273 0.32 0.30435 0 0.32 0.33333 0.20408 0.4898 0.32558
[819CMZ] 0 0.13333 0.30769 0 0 0.14286 0.13793 0.41379 0.086957 0.29412
[823CMZ] 0.39286 0.32258 0.17241 0.097561 0.32258 0.46667 0.42623 0.39344 0.29091 0.39394 0.17391
[852CMZ] 0.18182 0.25641 0.28571 0 0.25641 0.16216 0.26316 0.57895 0.1875 0.32558 0.34783 0.4
[862CMZ] 0.29412 0.25 0.27778 0.21053 0.2 0.26316 0.20513 0.20513 0.060606 0.13636 0.083333 0.21429 0.12121
[1018VCAZ] 0.25 0.15789 0.23529 0 0.10526 0.22222 0.27027 0.21622 0.32258 0.52381 0.36364 0.25926 0.12903 0.125
[1062VCAL] 0.47826 0.34615 0.33333 0.064516 0.34615 0.24 0.31373 0.66667 0.22222 0.46429 0.22222 0.44118 0.62222 0.17391 0.40909
[1074VCAL] 0.22222 0.27451 0.17021 0.066667 0.58824 0.2449 0.2 0.4 0.18182 0.4 0 0.29851 0.22727 0.35556 0.13953 0.2807
[1083VCAL] 0.33333 0.41667 0.13636 0.074074 0.20833 0.21739 0.42553 0.42553 0.39024 0.34615 0.1875 0.40625 0.14634 0.19048 0.3 0.33333 0.30189
[1237MMZ] 0.19048 0.083333 0.5 0.074074 0.25 0.30435 0.12766 0.21277 0.097561 0.19231 0.125 0.34375 0.2439 0.28571 0.1 0.25926 0.18868 0.08
[1239MMZ] 0.18182 0.20513 0.22857 0 0.46154 0.10811 0 0.31579 0.25 0.23256 0.17391 0.14545 0.125 0.18182 0.25806 0.26667 0.45455 0.097561 0.19512
[1243MMZ] 0.25 0.15789 0.29412 0.11765 0.31579 0.27778 0.32432 0.48649 0.25806 0.42857 0.27273 0.33333 0.51613 0.125 0.2 0.36364 0.32558 0.2 0.25 0.25806
[1244MMZ] 0.15 0.21739 0.28571 0.08 0.26087 0.18182 0.22222 0.22222 0.15385 0.16 0.066667 0.29032 0.20513 0.25 0.31579 0.38462 0.35294 0.33333 0.375 0.25641 0.10526
[1245MMZ] 0.33333 0.25 0.63636 0.14815 0.29167 0.21739 0.29787 0.59574 0.14634 0.19231 0.25 0.40625 0.43902 0.42857 0.1 0.48148 0.26415 0.28 0.48 0.29268 0.3 0.33333
[1248MMZ] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
[1258MMZ] 0.32558 0.4898 0.22222 0.071429 0.32653 0.21277 0.45833 0.58333 0.38095 0.37736 0.18182 0.43077 0.33333 0.18605 0.34146 0.54545 0.33333 0.39216 0.078431 0.19048 0.29268 0.28571 0.39216 0
[1261MMZ] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
[1266MMZ] 0.25641 0.13333 0.097561 0 0.22222 0.13953 0.27273 0.27273 0.21053 0.32653 0.2069 0.29508 0.36842 0.10256 0.37838 0.5098 0.24 0.21277 0.17021 0.36842 0.37838 0.4 0.25532 0 0 0
[1282MMZ] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
[1415MAZ] 0.30189 0.23729 0.32727 0.10526 0.23729 0.35088 0.41379 0.34483 0.23077 0.31746 0.13953 0.45333 0.30769 0.26415 0.27451 0.52308 0.3125 0.29508 0.29508 0.23077 0.31373 0.33898 0.42623 0 0 0 0 0
[1418MAZ] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
[1419MAZ] 0.14545 0.32787 0.35088 0.1 0.36066 0.27119 0.2 0.23333 0.11111 0.12308 0 0.28571 0.22222 0.32727 0.11321 0.26866 0.36364 0.15873 0.50794 0.25926 0.15094 0.52459 0.44444 0 0 0 0 0 0 0
[1444MAZ] 0.076923 0.0625 0.071429 0 0.375 0.066667 0 0.12903 0.16 0.055556 0 0.083333 0 0.15385 0.083333 0.10526 0.21622 0 0.058824 0.48 0.083333 0.0625 0.17647 0 0 0 0 0 0 0 0
[1456MAZ] 0.14286 0.17647 0 0 0.23529 0.25 0.30303 0.12121 0.074074 0.15789 0 0.36 0.37037 0.071429 0 0.25 0.15385 0.11111 0.16667 0 0.23077 0.23529 0.11111 0 0 0 0 0 0 0 0 0
[1459MAZ] 0.30189 0.30508 0.29091 0.052632 0.30508 0.2807 0.31034 0.31034 0.30769 0.47619 0.13953 0.4 0.38462 0.18868 0.39216 0.52308 0.40625 0.22951 0.36066 0.19231 0.35294 0.40678 0.2623 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
[1462MAZ] 0.17143 0.14634 0.37838 0.2 0.34146 0.25641 0.2 0.1 0.058824 0.044444 0 0.31579 0.23529 0.22857 0 0.25532 0.21739 0.18605 0.4186 0.17647 0.12121 0.39024 0.46512 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
[1466MAZ] 0.19355 0.29412 0.40625 0.042553 0.32353 0.39394 0.26866 0.26866 0.19672 0.41667 0.11538 0.42857 0.32787 0.22581 0.23333 0.40541 0.30137 0.17143 0.42857 0.19672 0.26667 0.35294 0.34286 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
[1482MAZ] 0.29787 0.33962 0.28571 0 0.18868 0.19608 0.34615 0.26923 0.34783 0.31579 0.054054 0.28986 0.21739 0.17021 0.31111 0.33898 0.2069 0.29091 0.36364 0.13043 0.31111 0.41509 0.25455 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
[1495MAZ] 0.34783 0.068966 0 0 0.068966 0.074074 0.21429 0.071429 0.27273 0.12121 0 0.088889 0 0 0.19048 0.11429 0.058824 0.12903 0.064516 0.090909 0.095238 0.13793 0.064516 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
[1498MAZ] 0.12903 0.10811 0.24242 0.125 0.10811 0.22857 0.22222 0.055556 0.2 0.14634 0.095238 0.15094 0.066667 0.064516 0.13793 0.046512 0 0.051282 0.35897 0 0.13793 0.16216 0.15385 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
[1AZ] 0.17241 0.15625 0.46667 0.046512 0.1875 0.3871 0.12698 0.19048 0.070175 0.32353 0.125 0.375 0.10526 0.24138 0.14286 0.2 0.28986 0.18182 0.66667 0.21053 0.17857 0.25 0.36364 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
[1MZ] 0.17857 0.19355 0.37931 0.04878 0.25806 0.3 0.098361 0.29508 0.10909 0.30303 0.17391 0.38462 0.21818 0.14286 0.11111 0.20588 0.32836 0.1875 0.5625 0.18182 0.25926 0.22581 0.34375 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
[2MZ] 0.21875 0.28571 0.45455 0.081633 0.34286 0.26471 0.31884 0.37681 0.22222 0.27027 0.14815 0.46512 0.34921 0.1875 0.16129 0.36842 0.34667 0.25 0.58333 0.25397 0.25806 0.34286 0.47222 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
[3AZ] 0.19672 0.23881 0.50794 0.043478 0.26866 0.4 0.21212 0.24242 0.13333 0.42254 0.15686 0.36145 0.2 0.22951 0.16949 0.24658 0.33333 0.17391 0.63768 0.2 0.23729 0.23881 0.37681 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
